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La interacción entre el eje somatotrópico de la hormona de crecimiento e IGF-I con el sistema
nervioso, es un tema de constante investigación en la neurociencia actual. El IGF-1 circula en gran
concentración en la sangre y actúa como un potente factor neurotrófico en el sistema nervioso
central. En el presente trabajo estudiamos los efectos del IGF-1 sérico sobre el sistema nervioso;
demostramos que los ratones carentes de IGF-1 sérico poseen alteraciones en la plasticidad
sináptica en el giro dentado del hipocampo y en el aprendizaje; descubrimos un nuevo mecanismo
de entrada de hormonas al cerebro en respuesta a incrementos en la actividad neuronal que podrían
explicar las alteraciones de esos ratones y estudiamos los efectos del IGF-1 sérico sobre la
neuropatía diabética central y periférica demostrando que la diabetes temprana produce alteraciones
en la corteza somatosensorial y que el IGF-1 mejora las alteraciones del sistema nervioso periférico.
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ABSTRACT:
The Interaction between somatotrophic axis of growth hormone and IGF-1 with the central nervous
system is a growing field of scientific research. Blood-borne IGF-1 is a potent neurotrophic factor
of the central nervous system; it is related with aging, memory and neurodegeneratives diseases. We
studied the effect of blood-borne IGF-1 in the adult brain using transgenic mice lacking blood-borne
IGF-1 and streptozotocin induced diabetic rats. We found that mice lacking blood-borne IGF-1 have
deficiencies of synaptic plasticity in the dentate gyrus of the hippocampus as a consequence of a
decreasd excitation/inhibition ratio. Additionally, we found that blood-borne IGF-1 enters the brain
in response to neuronal activity explaining the mechanism of blood-borne IGF-1 action in the brain.
In a second set of experiments we studied central and peripheral diabetic neuropathy and found that
somatosensory cortex is severely disturbed during early diabetes and IGF-1 treatment ameliorates
peripheral alterations.
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El descubrimiento del factor de crecimiento parecido a la Insulina de tipo 1 (IGF-1) se
remonta a los experimentos de Salmon y Daughaday (1957). Estos autores, intentando
comprender el mecanismo por el cual la hormona de crecimiento (GH) inducía el
crecimiento corporal, demostraron que un factor secretado al torrente sanguíneo en
respuesta a GH y no la GH en si misma inducía la captación de sulfato en cartílago
(Denko y Bergenstal, 1955; Murphy et al., 1956; Salmon y Daughaday, 1957)
denominándolo “factor de sulfatación”; término que posteriormente fue cambiado por
somatomedina para reflejar su capacidad de mediar los efectos de la GH (Daughaday et
al., 1972). Originalmente se identificaron 3 somatomedinas A, B y C, siendo la
somatomedina C la que se inducía por GH. Dos décadas después de su descubrimiento,
la somatomedina C fue aislada e identificada como una molécula con homología
estructural a la insulina (Rinderknecht y Humbel, 1978a) acuñándose el término de
factor de crecimiento parecido a la insulina de tipo I para diferenciarlo del factor de
crecimiento parecido a la insulina de tipo II, correspondiente a la somatomedina A.
La insulina y los IGFs surgieron evolutivamente a partir de un péptido común en
las formas básicas de cordados (Chan et al., 1990) El IGF-1 es un péptido de 50
aminoácidos con un 50 % de homología de secuencia con la pro-insulina y un 70% con
el IGF-II (Rinderknecht y Humbel, 1978b). Los IGFs y la insulina poseen una estructura
molecular similar compuesta por una cadena A y otra cadena B unida por puentes
disulfuro. La mayor diferencia estructural que poseen es que los IGFs retienen la cadena
C que se corta en el proceso de maduración de la proinsulina a la insulina y también
poseen una pequeña extensión de la cadena A denominada cadena D (Blundell et al.,
1983).
En mamíferos existen dos receptores de IGFs denominados IGFR tipo 1 e IGFR
tipo 2. El IGFR tipo I es un receptor con actividad tirosín quinasa que, al igual que sus
ligandos, comparte un origen evolutivo común con el receptor de insulina (Drakenberg
et al., 1993; Pashmforoush et al., 1996). El IGFR tipo 1 está compuesto por dos cadenas
 y ; cada receptor es un heterotetrámero conformado por dos subunidades  y dos
subunidades  unidas entre si por puentes disulfuro. La subunidad  posee el sitio de
unión a ligando, en tanto que la subunidad  posee la actividad tirosín quinasa (LeRoith
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et al., 1995). El IGFR tipo 2 no pertenece a la rama evolutiva a la que pertenecen el
IGFR tipo 1 y el receptor de insulina; no posee actividad quinasa, une IGF-II con gran
afinidad e IGF-1 con una afinidad mucho menor y también actúa como receptor de
ligandos con manosa 6-fosfato (Kornfeld, 1992). La mayoría de las funciones biológicas
de los IGFs se producen a través del receptor de tipo 1. El papel del receptor de tipo 2
no ha sido totalmente descifrado, pero probablemente se relacione con la degradación
del IGF-II durante el desarrollo embrionario (Braulke et al., 1999).
El sistema de los IGFs se completa por las proteínas que unen IGFs
denominadas IGFBPs (“insulin growth factor binding proteins”). En mamíferos existen
seis IGFBPs (1-6). Evolutivamente aparecieron en los vertebrados y se han expandido
por duplicación génica (Kelley et al., 2002). Su reciente divergencia se ve reflejada en
una estructura molecular parecida que incluye dos dominios ricos en cisteinas en el
extremo C y N terminal relacionados con la unión al ligando, y en el extremo una región
intermedia que no se encuentra tan conservada (Kelley et al., 2002). Las IGFBPs poseen
una afinidad por los IGFs similar a la del IGFR tipo I (de aquí en adelante denominado
IGFR-1) (Hwa et al., 1999) y actúan como moduladoras de su acción, controlando su
disponibilidad y vida media en sangre y tejidos (D'Ercole et al., 2002). En mamíferos, la
IGFBP3 es la más abundante en sangre, donde forma un complejo de alto peso
molecular con una proteína denominada subunidad ácido-lábil (ALS: “acid-labile
subunit”) e IGF-1 (Baxter et al., 1989). La mayoría del IGF-1 circulante en plasma se
encuentra dentro de este complejo, hecho que extiende su vida media de minutos a
horas (Guler et al., 1989). El complejo IGF-IGFBP3-ALS no atraviesa la pared
endotelial, limitando el paso de IGF-1 de la sangre a los tejidos (Baxter et al., 1989). Por
lo tanto, el IGF-1 circulante se encuentra formando un complejo molecular de gran
estabilidad que permite que exista un reservorio constante de IGF-1 en plasma. Las
otras IGFBPs se encuentran en diferentes tejidos, donde pueden inhibir o potenciar la
señalización por IGF-1 (Kelley et al., 2002). Es llamativo el hecho de que las IGFBPs
no se unen a la insulina, subrayando el carácter individual del sistema de los IGFs
(Kelley et al., 1996). El significado funcional de la gran variedad de IGFBPs existentes
no es del todo comprendido; esto puede ser consecuencia de la falta de fenotipos
observables en los ratones carentes de cada IGFBP, lo que sugiere que existe una gran




La identidad molecular y estructural de los IGFs y la insulina indican un origen
evolutivo común. Esta familia de moléculas surgieron hace 600 millones de años en la
rama evolutiva del reino animal y su variedad se extendió por duplicación génica (Tatar
et al., 2003). La familia de péptidos parecidos a la insulina comprende 37 moléculas
diferentes en invertebrados primitivos (Caenorhabditis elegans) (Finch y Ruvkun,
2001) y aproximadamente 10 en mamíferos (Mus musculus) (Tatar et al., 2003).
Evolutivamente la familia de los IGFs ha mantenido un papel preponderante en la
homeostasis de los organismos, relacionándose con la reproducción, maduración,
crecimiento, manejo energético y longevidad (Tatar et al., 2003). En mamíferos estas
funciones se han distribuido entre la insulina, mayormente vinculada con el manejo
energético, y los IGFs relacionados con el crecimiento y la maduración. Notablemente,
al igual que en organismos menos complejos, la familia de las IGFs se relaciona con
longevidad también en mamíferos subrayando la importancia de la conservación de las
acciones de estas moléculas a lo largo de la filogenia (Rincon et al., 2005).




La unión del IGF-1 al IGFR1 desencadena una cascada de señalización
intracelular que al igual que el resto del sistema de IGFs se encuentra altamente
conservada a lo largo de la filogenia y es muy similar entre IGFs e insulina (Barbieri et
al., 2003). La activación del IGF-1R desencadena su autofosforilación en residuos de
tirosina de la parte citoplasmática de la cadena . Posteriormente se fosforilan también
en tirosinas las proteínas substrato de los receptores de insulina e IGF, los insulin-
receptor substrate (Pennisi et al.) (1-4) y la proteína SHC. La fosforilación en tirosina de
los IRS hace que interaccionen con gran cantidad de proteínas que contienen el dominio
de homología 2 a src (SH2) incluyendo la p85, subunidad reguladora de la PI3 quinas,
la tirosin fosfatasa PTP1D, la “guanin nucleotide exchange protein” GRB2 o la “Ras
binding protein” GAP (LeRoith et al., 1995). Una vez fosforilada SHC se une al
complejo GRB2/Sos. Tanto los IRS como la proteína SHC desencadenan múltiples
cascadas de señalización intracelular que pueden ser agrupadas en dos categorías.
Vía PI3 quinasa:
Esta ruta está implicada en procesos celulares de crecimiento y antiapoptóticos
(Yuan y Yankner, 2000). La fosforilación del IRS-1 en tirosina recluta un complejo
molecular formado por múltiples proteínas incluyendo la subunidad reguladora de la
PI3K, p85, la interacción entre los IRS y la p85 induce la activación de la subunidad
catalítica de la PI3K la p110. Esta quinasa fosforila fosfoinositidos produciendo PI-3-
fosfato, PI-3,4-bifosfato y PI-3,4,5-trifosfato (Kapeller y Cantley, 1994). Los
fosfoinositidos se unen a dominios específicos de al menos 2 proteínas, la serin-treonin
quinasa Akt/PKB y la quinasa dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK-1). La activación
de Akt es una señal ubicua en la activación de la vía del IGF-1 y juega un papel
fundamental en la prevención de muerte celular por apoptosis (Dudek et al., 1997) ya
que inactiva factores apoptóticos e induce factores anti-apoptóticos (Vincent y Feldman,
2002).
Vía MAP quinasa:
Las proteínas activadas por mitógeno (MAP) pertenecen a la familia de la
serin/treonin quinasas que son activadas por multitud de estímulos, incluido el IGF-1.
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La autofosforilación del IGFR-1 provoca la fosforilación en un residuo de tirosina de la
proteína Shc (Kim et al., 1998). La Shc activada se une al adaptador GRB2 de manera
dependiente de IRS, e induce la activación de la vía Ras-ERK (Kim et al., 1998). La
activación de esta vía por IGF-1 ha sido relacionada con diferenciación celular y
migración (Avruch, 1998; Cobb y Goldsmith, 1995) pero también puede estar
relacionada con la regulación de la maquinaria de apoptosis (Hwang et al., 2007;
Valentinis et al., 1999).
Figura 2: Esquema de las dos vías principales de señalización activadas por la unión de los IGFs al
IGFR-1 (sacado de (Kadowaki et al., 1996).
C. Hipótesis de las somatomedinas
La identificación del IGF-1 como la somatomedina responsable de los efectos de
la GH formalizó lo que se conoció como la hipótesis de las somatomedinas (Daughaday
et al., 1972). Esta hipótesis decía que la GH liberada por la adenohipófisis actuaba sobre
el hígado induciendo la liberación de IGF-1 y este era el responsable de inducir el
crecimiento corporal cerrando al mismo tiempo el eje endocrino ya que inhibía la
síntesis de GH (Berelowitz et al., 1981). Experimentos posteriores demostraron que el
IGF-1 se sintetizaba en prácticamente todos los órganos (Casella et al., 1987; Kajimoto
y Rotwein, 1989; Lowe et al., 1988; Lowe et al., 1987) y que su síntesis en otros
órganos también era modulada por GH (Roberts et al., 1987). Esto condujo a la
modificación de la hipótesis original incluyendo la posibilidad de que los efectos de la
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GH fuesen mediados tanto por la acción del IGF-1 circulante como por el IGF-1
producido en los diferentes órganos que actuaría de manera autócrina o parácrina. La
importancia relativa de las dos “fuentes” de IGF-1 fue motivo de gran debate. Un
momento importante en este debate fue la creación de los ratones LID. Las
características de estos animales serán explicadas en detalle ya que son un modelo
utilizado en esta tesis.
D. Ratones LID
La creación de los ratones LID (siglas del inglés “liver IGF-1 deficient”) se
reportó en 1999 por el laboratorio de Le Roith (Yakar et al., 1999). En estos animales el
gen de igf-1 fue eliminado exclusivamente en el hígado, la fuente principal de IGF-1
endocrino. La eliminación del gen de igf-1 se encuentra acoplada a la trascripción del
gen de la albúmina, dado que este gen se comienza a transcribir hacia el final de
gestación (Tilghman y Belayew, 1982), estos animales poseen una producción normal
de IGF-1 hepático durante el desarrollo (Yakar et al., 1999) que comienza a descender a
los 10 días de edad. Posteriormente los niveles de IGF-1 en sangre caen hasta un 75%
con respecto a los niveles normales como consecuencia directa de la desaparición del
IGF-1 hepático puesto que la síntesis en otros órganos como músculo o riñón continua
siendo normal (Yakar et al., 1999). Por lo tanto estos animales poseen una carencia
específica del IGF-1 circulante en tanto que el IGF-1 autócrino-parácrino no se ve
modificado, transformándolos en un excelente modelo para la comparación de ambas
fuentes de IGF-1 (LeRoith et al., 2001).
Los ratones LID poseen un crecimiento normal de todos los órganos y alcanzan
tamaños similares a sus controles en ambos sexos (Yakar et al., 1999), en su momento
este resultado apoyó al IGF-1 autócrino-parácrino como efector principal de la GH, sin
embargo en experimentos posteriores el equipo de Le Roith profundizó en el papel del
IGF-1 endocrino como efector de la GH generando un doble transgénico obtenido por la
cruza de los ratones LID con, el ratón carente de la ALS generando el ratón LID-
ALSKO (Yakar et al., 2002). El ratón carente de ALS poseía una reducción del 60 % de
los niveles de IGF-1 en sangre como consecuencia de la disminución de su vida media
en sangre y al igual que los ratones LID su crecimiento corporal era normal aunque su el
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tamaño final era levemente menor (Ueki et al., 2000). El doble transgénico LID-
ALSKO presentaba una reducción aun mayor (85-90 %) de los niveles de IGF-1
circulante y a diferencia de los otros dos modelos presentaba una marcada reducción en
el tamaño corporal (Yakar et al., 2002). Estos resultado indicaron que el IGF-1
circulante se encontraba relacionado con el crecimiento corporal inducido por GH y que
niveles muy bajos en plasma eran suficiente para que cumpla esta función, no obstante
dado que el doble transgénico aun crecía en respuesta a GH estos resultados sugieren
que el IGF-1 sintetizado localmente también está involucrado, indicando que tanto el
IGF-1 endocrino como el autócrino-parácrino son importantes como efectores de la GH
(Russo et al., 2005).
Experimentos posteriores demostraron que a pesar de tener un crecimiento
normal los ratones LID presentan múltiples alteraciones como hiperinsulinemía,
insensibilidad a insulina en músculo (Yakar et al., 2001), y alteraciones en la
hematopoiesis (Welniak et al., 2004). Sumado a esto, los trabajos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que los ratones LID poseen alteraciones en la fisiología
cerebral como amiloidosis prematura (Carro et al., 2002) y disminución en la
angiogenesis en respuesta a ejercicio (Lopez-Lopez et al., 2004). Indicando que la
deficiencia de IGF-1 circulante produce alteraciones que no se encuentran asociadas al
crecimiento.
E. IGF-1 en el sistema nervioso
Actualmente se encuentra firmemente establecido que el IGF-1 actúa como un
potente factor neurotrófico en el sistema nervioso. Durante el desarrollo del sistema
nervioso el IGF-1 juega papel preponderante regulando la diferenciación neuronal
(Richard-Parpaillon et al., 2002) y la supervivencia (Cheng et al., 2001; Ozdinler y
Macklis, 2006; Sun et al., 2005). Durante la embriogenesis el IGF-1 se expresa en
múltiples regiones del cerebro (Bondy, 1991; Garcia-Segura et al., 1991; Han et al.,
1987; Rotwein et al., 1987) destacándose la expresión en zonas con gran cantidad de
neuronas como la medula espinal la corteza cerebral el hipocampo y el bulbo olfativo
(Edmondson et al., 1995; Garcia-Segura et al., 1991). Después del nacimiento la
expresión de IGF-1 en el cerebro desciende marcadamente y sus niveles en el cerebro
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adulto son muy bajos (Andersson et al., 1988; Rotwein et al., 1987), con la excepción
del bulbo olfativo (Werther et al., 1990). De la misma forma la expresión de IGF-II es
alta durante el desarrollo prenatal para decaer después del nacimiento. En el cerebro
adulto la expresión de IGF-II es mayor que la de IGF-1 pero se encuentra limitada a
tejidos no neuronales como el plexo coroideo o las meninges (Stylianopoulou et al.,
1988).
La importancia del IGF-1 durante el desarrollo del sistema nervioso queda
demostrada por el fenotipo de los ratones carentes de IGF-1 (Liu et al., 1993). Estos
animales poseen una disminución en el tamaño del cerebro producto de la reducción en
el tamaño de la sustancia blanca como consecuencia de tener menos oligodendorcitos y
axones. Además estos animales tienen un menor número de neuronas granulares en el
giro dentado, en el bulbo olfativo (Vicario-Abejon et al., 2003) y de interneuronas en el
estriado (Beck et al., 1995).
El IGF-1 es un potente factor neurotrófico en el sistema nervioso adulto (Carro y
Torres-Aleman, 2006; Russo et al., 2005). In vitro previene la apoptosis inducida por -
amiloide (Dore et al., 1999; Dore et al., 1997; Niikura et al., 2001), glutamato (Garcia-
Galloway et al., 2003; Vincent et al., 2004), privación de suero (D'Mello et al., 1997;
Galli et al., 1995), privación de potasio (Yamagishi et al., 2003; Zhong et al., 2004) y
tratamiento con ácido okadaico (Fernandez-Sanchez et al., 1996). Sumado a sus efectos
neuroprotectores in vitro, indican la alteración en los niveles de IGF-1 puede ser un
factor desencadenante de patologías del sistema nervioso (Torres-Aleman, 2000; Trejo
et al., 2002). La administración de IGF-1 tras protocolos de isquemia-hipoxia reduce el
área de infarto (Brywe et al., 2005; Garcia-Galloway et al., 2003; Liu et al., 2001; Wang
et al., 2000) y esto correlaciona con la inducción de IGF-1 y de IGFBPs en la zona de
lesión tras la isquemia (Breese et al., 1996; O'Donnell et al., 2002; Sandberg Nordqvist
et al., 1996) sugiriendo que la expresión de IGF-1 es neuroprotectora. Experimentos
realizados en nuestro laboratorio reforzaron esta correlación sugiriendo que la muerte en
la zona cercana a la lesión se produce por una inhibición específica de la vía de la PI3K
activada por IGF-1 (Garcia-Galloway et al., 2003). Asimismo, los niveles de IGF-1 en
suero de pacientes con esclerosis-lateral-amiotrófica se encuentran anormalmente
disminuidos y esto puede contribuir al desarrollo de la patología (Torres-Aleman et al.,
1998; Wilczak et al., 2003). Además el IGF-1 previene el avance de la enfermedad en
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modelos animales y en humanos (Dobrowolny et al., 2005; Nagano et al., 2005;
Ozdinler y Macklis, 2006).
Probablemente la mejor demostración de la relación existente entre la alteración
en los niveles de IGF-1 y una enfermedad neurodegenerativa sea la enfermedad de
Alzheimer (Carro y Torres-Aleman, 2004). El desarrollo de la enfermedad se
correlaciona con niveles bajos de IGF-1 circulante en humanos (Mustafa et al., 1999;
Tham et al., 1993) y los experimentos realizados en nuestro, y otros laboratorios, han
demostrado que el IGF-1 previene la aparición de los síntomas relacionados con el
desarrollo del síndrome, incluyendo la formación de placas de amiloide (Carro et al.,
2006a; Carro et al., 2002), y de formas hiperfosforiladas de la proteína tau (Carro et al.,
2006a; Hong y Lee, 1997). Sumado a esto el tratamiento con IGF-1 previene la
aparición de las deficiencias cognitivas asociados al síndrome en modelos animales
(Carro et al., 2006a; Carro et al., 2002; Carro et al., 2006b). Finalmente se ha
demostrado que el bloqueo de la entrada del IGF-1 al cerebro es suficiente para generar
una patología similar (Carro et al., 2005; Carro et al., 2006b).
El tratamiento con IGF-1 también ha resultado beneficioso para la reversión o
prevención de la aparición de ataxias cerebelosas (Fernandez et al., 1998; Fernandez et
al., 1999; Zhong et al., 2005)o para modelos de neurodegeneración por agentes
neurotóxicos (Carro et al., 2001). Finalmente el desarrollo de alteraciones neurológicas
asociadas a la diabetes ha sido relacionado de manera asidua con alteraciones en el
sistema del IGF-1 (Ishii, 1995) pero esto será discutido en otra sección.
La relación potencial entre el eje somatotrópico y las disfunciones asociadas al
envejecimiento han sido estudiadas en profundidad. La vejez se relaciona con los
descensos en el funcionamiento del eje somatotrópico (IGF-1, GH) durante la
senescencia (Ceda et al., 2005; Corpas et al., 1993), Los niveles de IGF-1 descienden
durante la senescencia y se correlacionan con el desempeño cognitivo en ancianos
(Aleman et al., 1999). La administración de IGF-1 revierte muchas las alteraciones
asociadas a la vejez, como la angiogénesis (Lopez-Lopez et al., 2004) la neurogénesis
(Trejo et al., 2001) la plasticidad sináptica (Ramsey et al., 2004) y el aprendizaje
(Svensson et al., 2006). Sugiriendo que la alteración del eje somatotrópico se relaciona
con el proceso de envejecimiento cerebral (Trejo et al., 2004).
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El IGF-1 es un modulador potente de la excitabilidad neuronal y la plasticidad
sináptica. El IGF-1 incrementa las corrientes de calcio de tipo “L” en neuronas
granulares de cerebelo (Bence-Hanulec et al., 2000; Blair et al., 1999; Blair y Marshall,
1997; Marshall et al., 2003), y las corrientes de calcio de tipo “N” en corteza motora
(Shan et al., 2003) y en neuronas granulares de cerebelo (Bence-Hanulec et al., 2000).
Por otra parte los trabajos realizados en nuestro laboratorio indican que el IGF-1
circulante incrementa la excitabilidad de las neuronas de purkinje en el cerebelo (Carro
et al., 2000) y de las neuronas de los núcleos de cordón posterior (Nuñez et al., 2003)
por medio de bloqueo de las corrientes de potasio de tipo “A” efecto que también ha
sido observado en neuronas hipocampales (Xing et al., 2006). De la misma forma los
trabajos realizados en el laboratorio han demostrado que el IGF-1 actúa sobre receptores
de glutamato incrementando específicamente las respuestas de los receptores de kainato
e inhibiendo las respuestas de los receptores de AMPA (Gonzalez de la Vega et al.,
2001). Otros autores demostraron que el efecto inhibitorio sobre las respuestas de los
receptores de tipo AMPA se relacionaba con la reducción de la cantidad de receptores
en membrana, demostrando además que la aplicación de IGF-1 era suficiente para
inducir depresión sináptica a largo plazo en cerebelo (1993; Wang y Linden, 2000), ver
también (Castro-Alamancos y Torres-Aleman, 1993).
Los efectos del IGF-1 en la actividad neuronal varían entre regiones del sistema
nervioso y tipos neuronales; a diferencia de lo observado en cerebelo, un trabajo
reciente reporta que en CA1 del hipocampo el IGF-1 incrementa la transmisión
sináptica por un mecanismo post sináptico dependiente de receptores AMPA (Ramsey
et al., 2005) y a diferencia de lo observado en hipocampo en los núcleos del cordón
posterior y en el cerebelo (Carro et al., 2000; Nuñez et al., 2003; Xing et al., 2006),
inhibe las neuronas del núcleo supraóptico (Ster et al., 2005) e inhibe la activación de
terminales colinérgicas en el giro dentado (Hawkes et al., 2006). Por lo tanto el IGF-1
actúa como un modulador de la actividad neuronal en múltiples zonas del cerebro
ejerciendo efectos diferenciales de acuerdo a la zona estudiada.
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F. IGF-1 circulante y sistema nervioso
Debido a que el IGF-1 se produce dentro del cerebro, el debate sobre la
importancia del IGF-1 endocrino vs. el autocrino-paracrino se ha trasladado también al
sistema nervioso (Carro y Torres-Aleman, 2006; Russo et al., 2005). Los trabajos
realizados en nuestro laboratorio apuntan a que el IGF-1 circulante desempeña un papel
central. Los niveles de IGF-1 en suero se encuentran alterados en múltiples patologías
tanto en humanos como en modelos animales (Busiguina et al., 2000). El IGF-1 entra al
cerebro a través del plexo coroideo en respuesta al ejercicio físico (Carro et al., 2000) y
es responsable de sus efectos neuroprotectores (Carro et al., 2001). El IGF-1 circulante
modula la excitabilidad neuronal (Carro et al., 2000; Nuñez et al., 2003), la
angiogénesis en el cerebro adulto (Lopez-Lopez et al., 2004) y media del aumento en la
neurogénesis en el giro dentado inducida por ejercicio físico (Trejo et al., 2001). El
IGF-1 circulante revierte la ataxia cerebelosa en modelos animales (Fernandez et al.,
1998) y previene la degeneración de la vía olivo-cerebelar (Fernandez et al., 1999);
interviene en el limpieza del péptido -amiloide previniendo el desarrollo de la
enfermedad de alzheimer en modelos animales (Carro et al., 2005; Carro et al., 2002).
Además el bloqueo de la entrada del IGF-1 circulante a través del plexo coroideo es
suficiente para generar una patología similar al alzheimer (Carro et al., 2006a; Carro et
al., 2006b). El mecanismo de entrada del IGF-1 circulante a través del plexo coroideo
involucra a su receptor y a la proteína muti-cargo megalina (Carro et al., 2005).
Aunque parte de estos trabajos apuntan a que la entrada de IGF-1 se produce a
través de la barrera plexo coroideo-líquido cefalorraquídeo, el receptor de IGF-1
también se encuentra en el endotelio de los capilares cerebrales y en los pies
astrocitarios que forman la barrera hematoencefálica (Garcia-Segura et al., 1997) y tras
la inyección sistémica el IGF-1 es detectable en capilares cerebrales (Reinhardt y Bondy,
1994) sugiriendo que también podría entrar a través de la barrera hematoencefálica de
los capilares cerebrales.
El modelo de los ratones LID ha sido utilizado para distinguir los efectos del
IGF-1 circulante y local en el sistema nervioso (Carro et al., 2002; Carro et al., 2006b;
Lopez-Lopez et al., 2004). Resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio
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estudiando el aprendizaje en estos ratones indicaron que poseían deficiencias en la
memoria espacial y alteraciones morfológicas como la atrofia del giro dentado del
hipocampo. Con el objetivo de investigar las causas que originan estas deficiencias en el
aprendizaje espacial, nos propusimos investigar la plasticidad sináptica en los ratones
LID.
Aunque se encuentra firmemente establecido que el IGF-1 circulante actúa como
un modulador de la fisiología del SNC (Carro y Torres-Aleman, 2006), existe sin
embargo un vacío en cuanto a las condiciones en las que el IGF-1 ejerce sus acciones.
Hasta el momento, el ejercicio físico ha sido el único paradigma en el cual se observa
un aumento agudo de la entrada de IGF-1 circulante al cerebro (Carro et al., 2000), pero
el ejercicio físico también incrementa los niveles de IGF-1 en sangre así como el flujo
sanguíneo cerebral (Ide y Secher, 2000; Kraemer y Ratamess, 2005)¿Es el ejercicio
físico el único paradigma por el cual se incrementa la entrada de IGF-1 circulante al
cerebro? En esta tesis investigaremos los mecanismos de entrada del IGF-1 al cerebro
en paradigmas que no involucren ejercicio físico.
G. Neuropatía diabética
La diabetes mellitus es un síndrome definido por la presencia de hiperglicemia.
En la mayoría de los casos el origen de la hiperglicemia es atribuible a alteraciones en el
funcionamiento de la insulina, hormona responsable de disminuir los niveles de glucosa
en sangre. Estas alteraciones pueden ser causadas por una disminución en los niveles de
insulina o una disminución en la respuesta de los tejidos diana a la hormona. La
contribución de estos dos factores es la base para la clasificación de las distintas formas
de diabetes.
Las dos formas más comunes de diabetes son conocidas como diabetes tipo 1 y
diabetes tipo 2. La diabetes tipo 1 representa el 10% de los casos en humanos. Se
caracteriza por deficiencias en la producción de insulina causadas por la destrucción
auto-inmune de las células tipo  del páncreas. La diabetes tipo 2 tiene una incidencia
diez veces mayor que la diabetes tipo 1 y en el 80% de los casos se encuentra asociada a
obesidad. Las causas de la aparición de la diabetes tipo 2 no han sido del todo
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comprendidas, sus tres alteraciones metabólicas características son: disminución en la
producción de insulina por el páncreas, disminución en la respuesta de los tejidos diana
a la acción de la hormona e incremento en la producción de glucosa por el hígado
(Stephen, 2003).
La diabetes también se caracteriza por la alteración del eje somatotrópico (GH e
IGF-1). Los pacientes diabéticos poseen niveles bajos de IGF-1 y altos de GH (Hansen
y Johansen, 1970; Maes et al., 1986). Por otra parte En los modelos animales los niveles
de IGF-1 son bajos tanto en suero (Maes et al., 1986) como en el sistema nervioso
central y periférico (Busiguina et al., 1996; Wuarin et al., 1994). La interacción entre el
eje somatotrópico y la insulina se produce a múltiples niveles; en el plano endocrino la
producción de IGF-1 se estimula por la insulina, de esta forma los niveles bajos de
insulina en pacientes diabéticos determinan bajos niveles de IGF-1 y, como
consecuencia, altos niveles de GH. A su vez la GH disminuye la sensibilidad a insulina
de sus tejidos diana, en tanto que el IGF-1 la incrementa (Holt et al., 2003; Ranke,
2005). Esta interacción profunda entre el eje somatotrópico y la insulina queda reflejada
en modelos animales de alteraciones del eje somatotrópico, en los cuales se generan
estados de pre-diabetes (Ueki et al., 2006; Yakar et al., 2001) o de diabetes abierta
(Devedjian et al., 2000; Fernandez et al., 2001). Asimismo la administración de IGF-1
ha demostrado ser una estrategia terapéutica efectiva para incrementar la sensibilidad a
insulina en pacientes diabéticos (Acerini et al., 1998; Carroll et al., 2000; Carroll et al.,
1997; Cheetham et al., 1993), o para el tratamiento de síndromes de resistencia a
insulina severos (Kuzuya et al., 1993; Schoenle et al., 1991; Usala et al., 1992).
Durante el desarrollo de la diabetes, en el paciente aparecen alteraciones que
producen un mal funcionamiento de múltiples órganos. Las alteraciones se pueden
clasificar en tres tipos, alteraciones microvasculares, macrovasculares y neuropatías
(DCCT, 1993; Pickup JC, 1994)). La neuropatía es la complicación mas frecuente
asociada a la diabetes y una de las mayores causas de morbilidad por su relación con la
aparición de ulceras en “el pie diabético (Pickup JC, 1994). La incidencia de la
neuropatía diabética es del 7% de los enfermos diabéticos dentro del primer año de
diagnostico de la enfermedad. Este porcentaje se incrementa al 50% de los enfermos
tras 25 años de la enfermedad (Pickup JC, 1994). El control estricto de los niveles de
glucosa disminuye en un 60 % la incidencia de la neuropatía en los enfermos de
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diabetes de tipo 1 (DCCT, 1993), indicando que la hiperglicemia tiene un papel central
pero no absoluto en el desarrollo del síndrome.
La neuropatía se presenta de varias formas diferentes siendo la más común la
polineuropatía periférica simétrica que, desde este momento denominaremos neuropatía
diabética (Greene et al., 1992). La primera alteración indicativa del desarrollo de la
neuropatía diabética es una disminución asintomática de la velocidad de conducción en
los nervios periféricos. Por este motivo siempre se ha pensado que se trata de un
síndrome originado en el sistema nervioso periférico. En las primeras etapas de la
neuropatía diabética se desarrolla una hiperalgesia caracterizada por sensación de
hormigueo. A lo largo del desarrollo del síndrome se produce una disminución en la
sensibilidad a la vibración y a la temperatura y un aumento en el umbral de detección
del dolor (Sima y Sugimoto, 1999). Estas alteraciones acompañadas por las
complicaciones vasculares producen un gran riesgo de daño en las extremidades
inferiores.
Los enfermos diabéticos sufren también complicaciones neurológicas que
afectan al sistema nervioso central. Sin embargo estas alteraciones no han sido muy
estudiadas y su fisiopatología no ha sido comprendida (Biessels et al., 1999; Biessels et
al., 1994). Particularmente se sabe muy poco sobre las alteraciones en la vía
somatosensorial central aun cuando la percepción somatosensorial suele encontrarse
alterada en los enfermos diabéticos. Los estudios neuropsicológicos indican que los
pacientes diabéticos presentan deficiencias en funciones cognitivas en particular
memoria, aprendizaje y procesamiento de información compleja (Tun et al., 1990). Los
estudios neurofisiológicos realizados a pacientes diabéticos reportan incrementos en las
latencias de potenciales evocados de múltiples modalidades sensoriales (Di Mario et al.,
1995).
Los modelos animales de diabetes, en particular el modelo de diabetes de tipo 1
generado por el tratamiento de ratas con streptozotocina (ratas-STZ) han sido de gran
utilidad para determinar el curso temporal de las alteraciones neurofisiológicas en la
neuropatía diabética. Las deficiencias en la velocidad de conducción de los nervios
motores y sensitivos aparecen a las pocas semanas de la inducción de diabetes y se
incrementan en los siguientes 2-3 meses (Biessels et al., 1999; Moore et al., 1980). Las
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ratas-STZ presentan lesiones estructurales en el cerebro y alteraciones en la velocidad
de conducción central imitando en estos aspectos a los enfermos diabéticos de tipo 1
humanos.
Se ha postulado que la caída en los niveles de IGF-1 contribuye a la aparición de
las alteraciones neurologicas asociadas a la diabetes (Ishii, 1995). Los niveles de IGF-1
plasmáticos se encuentran reducidos en los enfermos diabéticos (Tan y Baxter, 1986) y
esta reducción es mayor en los pacientes que presentan neuropatía (Guo et al., 1999).
Asimismo, las ratas -STZ presentan niveles reducidos de IGF-1 en plasma (Maes et al.,
1983), nervios (Wuarin et al., 1994)) y cerebro (Busiguina et al., 1996). Apoyando esta
hipótesis la administración de IGF-1 previene la aparición de alteraciones cognitivas
(Lupien et al., 2003)y de neuropatías periféricas en ratas diabéticas de tipo I y II, sin
modificar los niveles de glucosa (Ishii y Lupien, 1995; Schmidt et al., 1999). Asimismo
estudios recientes sugieren que los efectos del IGF-1 en la neuropatía diabética pueden
ser producto de su acción en el sistema nervioso central (Brussee et al., 2004).
En la segunda parte de esta tesis investigaremos la relación entre las alteraciones
del sistema somatosensorial central y periférico en la neuropatía diabética y como se






El objetivo general de esta Tesis Doctoral es entender la acción del IGF-1
circulante sobre el sistema nervioso. Como se ha comentado en la introducción
numerosos estudios relacionan al IGF-1 circulante en sangre con procesos asociados a
protección frente a enfermedades neurodegenerativas o lesiones neuronales. Además el
IGF-1 ha sido caracterizado como un modulador de la plasticidad sináptica y el
aprendizaje. Por tanto, investigaremos el papel del IGF-1 circulante como modulador de
la plasticidad sináptica en el sistema nervioso. Para ello utilizaremos a los ratones LID
como modelo de deficiencias de IGF-1 circulante sin consecuencias funcionales severas.
Teniendo en cuenta que las deficiencias en IGF-1 provocan cambios importantes en la
actividad neuronal utilizaremos la diabetes inducida en la rata como un modelo de
patología para estudiar los efectos del descenso del IGF-1 circulante. Para ello
utilizaremos el modelo de ratas diabéticas por inyección de STZ y concentraremos
nuestro análisis en el estudio de la relación de IGF-1 con el desarrollo de la neuropatía
diabética periférica y central.
A. Hipótesis
El IGF-1 circulante en sangre es un factor trófico principal para el sistema nervioso, de
manera que su entrada se encuentra regulada espacial y temporalmente y el descenso de
sus niveles tiene consecuencias funcionales en la transmisión de la información o la
plasticidad en el sistema nervioso.
El IGF-1 puede provocar cambios importantes en las propiedades electrofisiológicas de
las neuronas del Sistema Nervioso Central que podrían explicar cambios en la
transmisión de los estímulos sensoriales en los enfermos de diabetes así como en otras
patologías asociadas a la disminución de IGF-1 circulante.
B. Objetivos
 Estudiar la plasticidad sináptica en los ratones LID:
Utilizando técnicas electrofisiológicas de registro extracelular en animales
anestesiados y en registros en rodajas de hipocampo estudiaremos la plasticidad
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sináptica en los ratones LID, concentrándonos en la potenciación sináptica a
largo plazo en el giro dentado del hipocampo.
 Investigar los mecanismos que regulan la entrada de IGF-1 circulante al cerebro:
Utilizando ensayos de ELISA y de inmunodetección, analizaremos los
mecanismos de entrada del IGF-1 circulante en sangre y su relación con la
actividad neuronal.
 Estudiar los cambios en la transmisión somatosensorial en ratas diabéticas y el
efecto del tratamiento con IGF-1 en el desarrollo de la neuropatía diabética
central y periférica:
Realizando ensayos comportamentales, bioquímicos y procedimientos
electrofisiológicos de registro de potenciales evocados en animal anestesiado,
estudiaremos el desarrollo de la neuropatía diabética en el sistema nervioso
central y periférico en etapas tempranas de la diabetes inducida por STZ e






Los experimentos fueron realizados en ratas machos de la cepa Wistar de 250 a
300 gr. de peso al comienzo del experimento. Los animales fueron criados y mantenidos
a 25 ± 2º C de temperatura en ambientes de iluminación controlada con ciclos
alternativos de 12 horas de luz/oscuridad en el animalario de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autónoma de Madrid o del Instituto Cajal del CSIC. La comida y el agua
fueron administradas “ad libitum”. Se minimizó el número y el sufrimiento de los
animales siguiendo la normativa de la Unión Europea 86/609/EEC.
También se utilizaron ratones machos de 8 a 16 semanas de edad de fondo
genético C-57/JLB6. Los ratones LID (siglas del inglés liver IGF-1 deficient) fueron
generados por eliminación del gen de IGF-I en el hígado mediante el sistema albúmina-
Cre/Lox (Yakar et al., 1999). La eliminación del gen se traduce en una marcada
disminución del IGF-I circulante (40% de los niveles normales). El genotipo de los
ratones LID fue verificado rutinariamente por la reacción en cadena de polimerasa. Se
utilizaron como controles los hermanos de camada Lox+/- Cre.
B. Métodos Electrofisiológicos
B.1. Registros electrofisiológicos en rodajas
Los registros extracelulares fueron realizados en rodajas sagitales de hipocampo
de ratones controles y LIDs de 8 a 16 semanas de edad. Los animales fueron
anestesiados con una inyección intraperitoneal de pentobarbital (35 mg/kg) y
decapitados después de la desaparición del reflejo de retirada de la pata. Se extrajo el
cerebro rápidamente y se cortó sagitálmente en rodajas de 350 a 400 M de espesor
inmerso en una solución refrigerada con la siguiente composición (en mM): sacarosa
248, KCl 3, NaH2PO4 1.25, NaHCO3 26, dextrosa 10, CaCl2 0.5, MgCl2 6, 1 ácido
ascórbico, 3 ácido pirúvico, burbujeada con 95% O2-5% CO2, pH 7,4. Las rodajas que
contenían hipocampo fueron incubadas 1 hora a temperatura ambiente en una cámara
rellena con líquido cefalorraquídeo artificial (LCR) con la siguiente composición: (en
mM): NaCl 124, KCl 3, NaH2PO4 1.25, NaHCO3 26, dextrosa 10, CaCl2 2, MgSO4 2,
ácido ascórbico 1 y ácido pirúvico 3, burbujeada con 95% O2-5% CO2, pH 7,4. En el
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momento del registro las rodajas fueron transferidas a una cámara de registro montada
en un microscopio vertical y perfundidas a una velocidad de 3 a 6 ml/min., con LCR
artificial de composición similar a la anterior pero sin ácido ascórbico ni ácido pirúvico.
Los registros extracelulares fueron obtenidos por medio de electrodos de vidrio
de 2-3 Mrellenos con NaCl 150 mM. El electrodo de registro se colocó en los dos
tercios exteriores de la capa molecular del giro dentado. La estimulación eléctrica se
realizó por medio de un electrodo bipolar de platino/iridio (World Precision
Instruments) colocado a 100 m del electrodo de registro hacia la entrada al hipocampo
de las fibras del tracto perforante. La estimulación eléctrica consistió en pulsos
cuadrados de 0.1 ms de duración generados por medio de un generador de pulsos
cuadrados conectado a una unidad aisladora de estímulo (Cybertec), con una frecuencia
de estimulación de 0.05 Hz. La intensidad de estimulación utilizada fue del doble del
umbral para poder distinguir el potencial sináptico poblacional del ruido de fondo. En
condiciones control, las respuestas se registraron al menos durante 20 minutos para
comprobar que su amplitud y pendiente se mantenían estables. La estimulación tetánica
consistió en la aplicación de 3 trenes de estímulos de un segundo de duración a 100 Hz
separados por 10 s.
Los registros fueron amplificados y filtrados utilizando un amplificador
Axoclamp 2B (Axon Instruments) digitalizados por medio de una interfase Digidata
1200 (Axon Instruments) y posteriormente adquiridos y analizados por el medio del
programa Clampex 8.0 (Axon Instruments). En estos experimentos la transmisión
GABAergica fue bloqueada añadiendo a la solución de perfusión bicuculina 10 M y
picrotoxina 100 M (Sigma).
B.2. Procedimientos electrofisiológícos en animales anestesiados
Para el registro electrofisiológico los animales fueron anestesiadas con
pentobarbital (33 mg/Kg) intraperitonealmente. Además se administró el anestésico
local lidocaína (1%; Xilonibsa®) en todas las incisiones y se añadieron dosis
complementarias de anestésico cuando se juzgó necesario. Los animales fueron
colocados en un aparato estereotáxico (David Kopf) provisto de un adaptador nasal
especialmente diseñado para su conexión a un respirador (Harvard) desde el que se
controló el CO2 espirado y se ventiló artificialmente a 20 ciclos/ min. Durante el




Los electrodos para el registro de los potenciales evocados en la corteza SI o en
el núcleo gracil fueron colocados estereotáxicamente siguiendo las coordenadas
estereotaxicas de los atlas de cerebro de rata y ratón (G Paxinos, 1986; G Paxinos,
2003), y están tomadas desde los siguientes puntos: eje anterior-posterior (A-P) desde
bregma; eje medial-lateral (L) desde la línea media; eje dorso-ventral (P) desde la
superficie del cráneo si no se indica lo contrario.
B.2.1. Medición de la velocidad de conducción de nervios motores
El nervio ciático fue expuesto a la altura de la fosa poplítea y estimulado en dos
puntos separados por 1,5 cm. de distancia por medio de un electrodo bipolar de acero
inoxidable (World Precision Instruments). La respuesta muscular se registró en el bíceps
femoral por medio de una aguja de acero inoxidable insertada intramuscularmente. El
nervio fue estimulado por medio de un generador de pulsos cuadrados (Grass S88)
conectado a una unidad aisladora de estímulo (Grass SIU) con pulsos de 100 s de
duración aplicados a 0.5 Hz de frecuencia. La intensidad del estímulo fue ajustada al
doble del valor necesario para iniciar la contracción muscular (10-50 A). El registro
fue filtrado (0.1-3 KHz.), amplificado por medio de un preamplificador P15 (Grass) y
monitorizado por medio de un osciloscopio analógico (Tecktronick). La velocidad de
conducción de los nervios motores (VCNM) se calculó como el cociente entre la
diferencia de la latencia de la respuesta motora evocada por las estimulación en los dos
puntos y la distancia entre estos dos puntos (1,5 cm.).
B.2.2. Potenciales evocados somestésicos por la estimulación del nervio ciático
Se registraron los potenciales evocados por la estimulación del nervio ciático, a
la altura de la fosa poplítea, en el núcleo gracil y en la corteza SI. Para el registro de la
actividad eléctrica del núcleo gracil se realizó una incisión en la piel a nivel de la línea
media desde el occipucio hasta los segmentos cervicales inferiores. Tras corta la
inserción de la musculatura de la nuca sobre el occipucio y sobre la membrana occipito-
atloidea, se extirpó dicha membrana junto con la duramadre para dejar abierta la
cisterna magna y el tronco del encéfalo al descubierto. Los NCD se localizaron por
visualización directa bajo el microscopio de disección, utilizando como referencia el
obex. Las coordenadas estereotáxicas que corresponden al núcleo gracil fueron las
siguientes: A-P: -13.6 a -14.6 mm; L: 0.2 a 0.5 mm desde bregma; profundidad: 0.5 mm
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desde la superficie del núcleo. Se añadió aceite mineral para evitar la desecación de las
estructuras nerviosas.
Para el registro de la actividad cortical se efectuó una incisión cutánea a nivel de
la línea media, se separó la musculatura y se retiró el periósteo, dejando expuesto el
cráneo, pudiendo así visualizar el lambda y el bregma para situarlos en el mismo plano
horizontal. Se realizó un trépano sobre la calota a nivel de la representación cortical de
SI de las patas traseras según las coordenadas estereotáxicas (AP: 1-3 mm, L: 2,5-4 mm,
P 1 mm desde el bregma).
Para la generación de los potenciales evocados en la corteza SI por estimulación
eléctrica de los NCP se utilizó un electrodo de alambre trenzado recubierto con teflón
insertado en los NCP; el estímulo consistió en pulsos de 0.1 ms de duración aplicados a
0.5 Hz. de frecuencia. La intensidad del estímulo fue ajustada al doble de la intensidad
necesaria para evocar un potencial en la corteza SI (50-150 A). Los potenciales
evocados fueron registrados por medio de macroelectrodos de tungsteno (0,5 a 1 M
World Precision Instruments). Los estímulos eléctricos fueron similares a los utilizados
para las mediciones de VCNM. La frecuencia de estimulación fue de 0.5 Hz y la
intensidad del estímulo fue ajustada al doble de la intensidad necesaria para evocar un
potencial en ambos puntos de registro (10-50 A). Los registros fueron filtrados (1 a
1.000 Hz) y amplificados por medio de un preamplificador AC P15 (Grass) y un
adecuador de señales (Cybertec). Los registros de la actividad del núcleo gracil y de la
corteza cerebral fueron adquiridos mediante un conversor analógico/digital (frecuencia
de muestreo 10 KHz; Cambridge Electronics Design) y almacenados en un ordenador
para su posterior análisis por medio del programa Spike 2 (Cambridge Electronics
Design). Junto a los registros se almacenaron los pulsos de sincronismo de los estímulos.
B.2.3. Estimulación eléctrica de las vibrisas
Los experimentos se realizaron en ratas anestesiadas con uretano (1.8 gr./Kg.).
Para la estimulación eléctrica de las vibrisas se insertaron subcutáneamente dos agujas
de acero inoxidable de 0.3 mm. de grosor, conectadas a un generador de pulsos (Grass).
Las agujas fueron colocadas en los extremos rostral-dorsal y caudal-ventral de la
almohadilla de las vibrisas. El estímulo consistió en un pulso cuadrado de 1 ms de
duración aplicado a 2 o a 5 Hz de acuerdo al experimento. El estímulo fue ajustado al
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doble de la intensidad necesaria para inducir un movimiento observable en las vibrisas
de la almohadilla estimulada. Utilizando esta intensidad de estimulación no se observa
ningún movimiento en las vibrisas de la almohadilla no estimulada. Los potenciales
evocados se registraron en la corteza SI correspondientes a la representación de la
vibrisas (coordenadas: A-P: -3 mm; L: 5 mm.; P: 1 mm).
B.2.4. Estimulación eléctrica del pedúnculo cerebeloso inferior
Los experimentos se realizaron en ratas anestesiadas con uretano (1,8 gr/kg). La
estimulación eléctrica se realizó por medio de alambre trenzado recubierto de Teflón
insertado en las siguientes coordenadas: A-P: -11mm; L: 3 mm; P: 5 mm. El estímulo
consistió en pulsos cuadrados de 0.1 mseg de duración (50-100 A) aplicados a 5Hz.
Para comprobar la especificidad de la estimulación se registraron potenciales evocados
en la corteza cerebelosa ipsilateral. El registro se realizó por medio de macroelectrodos de
tungsteno (0,5 a 1 MWorld Precision Instruments) en las siguientes coordenadas: A-
P:-11 mm; L: 2 mm; P: 1mm.
B.2.5. Potenciales evocados hipocampales y neocorticales
Los experimentos se realizaron en ratones anestesiados con pentobarbital (35
mg/kg). Las respuestas fueron registradas por medio de macroelectrodos de tungsteno
(0,5 a 1 MWorld Precision Instruments) colocados en el giro dentado del hipocampo
(A-P:-2.3 mm; L: 2 mm; P: 1.5 mm) o en el neocortex (A-P: -2,3 mm; L: 2 mm; P: 0.5
mm). La estimulación eléctrica se realizó en el tracto perforante (A-P: -2,5; L: 0.5; P: 1,5
mm) o en el neocortex contralateral (mismas coordenadas de registro) por medio de
alambre trenzado recubierto de Teflón. La estimulación eléctrica consistió en pulsos
cuadrados de 100 µA de intensidad y 0.3 mseg. de duración aplicados a 0.5 Hz de
frecuencia. Los potenciales evocados se registraron al menos durante 20 minutos para
comprobar que su amplitud y pendiente se mantenían estables. Sólo se tomaron en
cuenta para el análisis los registros que mostraron una variación en la línea de base menor
al 10 %. La estimulación tetánica consintió en la aplicación de tres trenes de estímulos de
500 mseg de duración a 100 Hz de con un intervalo entre trenes de 2 seg.
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C. Estudios comportamentales. Prueba “Plantar Test”
La evaluación de la sensibilidad térmica se realizó por medio de la prueba de
Plantar Test (Hugo Basile). Se colocan los animales en cámaras plásticas con suelo de
vidrio translúcido. Se posiciona una fuente de radiación infrarroja móvil debajo de la
pata trasera del animal. Se expone la pata trasera a la radiación infrarroja a través del
vidrio del suelo y se contabiliza el tiempo que tarda el animal en levantar la pata para
retirarla de la fuente de radiación infrarroja. Con el objeto de evitar falsas respuestas
debido a movimientos espontáneos, los animales fueron habituados al aparato
colocándolos en las cámaras de plástico durante media hora los tres días previos al
ensayo. De esta manera se logra que el día del ensayo los animales permanezcan quietos,
acostados en la cámara plástica sin acicalarse ni alzarse en sus patas traseras. El ensayo
se realiza el mismo día por triplicado, en la misma pata, en cada animal,
contabilizándose como tiempo de respuesta el promedio de las tres mediciones.
C.1. Métodos Quirúrgicos
C.1.1. Inyección intracerebroventricular de IGF-1
Las inyecciones intracerebroventriculares se realizaron en ratas con las siguientes
coordenadas estereotaxicas: A-P: -1 mm; L: 1.2 mm; P: 4 mm. Se inyectaron 5 g de
IGF-1 humano (GroPep) disueltos en 10 l de salino inyectándose un volumen de 5 l
por ventrículo por medio de una jeringa de precisión (Hamilton).
C.1.2. Canulación de la arteria carótida
La canulación de la arteria carótida izquierda se realizó en ratas, en los experimentos de
captación de IGF-I en respuesta a actividad eléctrica. El animal anestesiado (uretano,
1.6 gr/kg) fue colocado boca arriba, se realizó una incisión longitudinal en la piel
ventral del cuello para exponer los músculos subyacentes. Los músculo fueron
apartados hasta dejar expuesta la carótida izquierda localizada lateralmente a la traquea
pegada al nervio vago. Se realizaron dos lazos de sutura quirúrgica separados por 1 cm
alrededor de la arteria. El lazo del extremo cardíaco del vaso se cerró eliminando la
circulación de sangre, luego se realizó un pequeño corte en la arteria evitando
seccionarla. Por el orificio realizado se introdujo 0.5 cm de canula de 0.58 mm de
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diámetro interno y 0.965 mm de diámetro externo (Becton Dickinson), acoplada por el
otro extremo a una jeringa de 1 ml. El lazo de sutura del extremo cervical se anudó en
torno a la cánula sujetándola. Una vez canulada la arteria, se procedió a la inyección de
la solución deseada por medio de presión positiva. Al finalizar la inyección se extrajo el
extremo de la cánula que se encontraba dentro del vaso, cerrando a continuación el lazo
de sutura cervical evitando así el sangrado. Se suturó la piel y se continúo con el
experimento.
C.1.3 Administración crónica de IGF-1
Para estudias el efecto de de IGF-1 se administró, en ratas y ratones, IGF-I
humano (GroPep) en solución salina por medio de bombas osmóticas implantadas
subcutáneamente (Fernandez et al., 1998). Se utilizaron bombas osmóticas (Alzet) del
modelo 2004 (0.25 l/hora) para la infusión durante un mes en ratas, del modelo 1002
(0.25 l/hora) para la infusión en ratones durante 10 días y del modelo 1004 (0.11
l/hora) para la infusión en ratones durante 1 mes. Administrándose una dosis de 50
µg/kg.día de IGF-I en todos los casos. El grupo de animales control tratados con
bombas osmóticas con salino fue omitido basándose en numerosos estudios previos
demostrando la falta de efectos observables (Fernandez et al., 1998).
D. Obtención de las muestras
D.1. Tejido Nervioso
Para la obtención de muestras de hipocampo, cerebelo, corteza somestésica y
bulbo olfativo, el animal fue sacrificado por decapitación y el cerebro extraído y
colocado en un placa de Petri rellena con solución salina refrigerada donde se realizó la
disección de la/ las estructuras deseadas. Una vez disecado el tejido se congeló en nieve
carbónica y se conservó a -80 ° hasta su procesamiento.
Si el objetivo del experimento era la medición de niveles de IGF-I en el cerebro,
los animales fueron perfundidos transcardialmente con solución salina refrigerada,
previamente a la decapitación, para lavar la sangre del organismo.
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Para la obtención de muestras de la corteza somestésica primaria en el área
correspondiente a la representación de los barriles, el cerebro fue extraído y congelado
en su totalidad. Posteriormente el cerebro fue cortado utilizando un vibratomo de
congelación para localizar en el eje anteroposterior la zona correspondiente a corteza de
barriles.
El cerebro fue cortado sagitalmente en rodajas de 500 m hasta la fusión medial
de las comisuras anteriores-anteriores (correspondiente a -0.3 mm desde Bregma de
acuerdo a Paxinos (1986). Al llegar a este punto se cortó una rodaja sagital de 2.5 mm
de espesor, de ella se extrajo la corteza parietal realizando dos cortes perpendiculares a
la superficie cortical a 4.5 y 7 mm de la línea media. Siguiendo esta técnica el bloque de
tejido obtenido se mantiene congelado durante todo el proceso garantizando la
estabilidad de las proteínas. La muestra de tejido obtenida por esta metodología es de
menor volumen que el total de la corteza de barriles y, de acuerdo a las coordenadas, se
encuentra contenida dentro de la corteza de barriles. De esta forma hemos intentado
minimizar la contaminación con tejido cortical o subcortical que no corresponda a este
tipo de corteza cerebral.
D.2. Extracción de Suero
Se extrajo el suero por punción cardiaca en el momento previo al sacrificio del
animal. La sangre obtenida se dejó reposar a temperatura ambiente 2 horas,
posteriormente se centrifugó a 4 °C a 5.000 RPM durante 15 minutos. Al finalizar la
centrifugación se recogió el suero del sobrenadante y se congeló a -20 °C hasta su
utilización.
D.3. Extracción de líquido cefalorraquídeo (LCR)
Se extrajo LCR de ratas por medio de la punción de la cisterna magna. Los
animales fueron colocados en un aparato exterotáxico (David Kopf) donde se realizó
una incisión en la piel a nivel de la línea media desde el occipucio hasta los segmentos
cervicales inferiores. Tras cortar la inserción de la musculatura de la nuca sobre el
occipucio y sobre la membrana occipito-atloidea se realizó una punción en la cisterna
magna. En ratas la punción fue realizada por medio de una jeringa con una aguja de 0.3
mm. de grosor pudiéndose extraer sin contaminación de sangre volúmenes de LCR





El análisis de proteínas por western blot se realizó a partir de extractos de
proteínas totales. El tejido se homogenizó en tampón de lisis (NaCl 150 mM; Tris-HCl
20 mM, PH 7.4; EDTA 5 mM; Glicerol 10%, NP40 1%; aprotinina 1 g/ml, vanadato
400 M, PMSF 200 mM) y se separaron las proteínas homogenizadas del tejido no
homogenizado por centrifugación. La cantidad de proteínas en el extracto se cuantificó
por medio del ensayo de Bradford y se normalizó hasta 1 g/l; posteriormente se
agregó a los extractos tampón reductor-desnaturalizante concentrado 5 veces
(concentraciones finales: Tris PH 6.8: 75 mM; SDS 2%; glicerol 10%; DTT 0.1 M; azul
bromofenol 0.05 %).
Las proteínas se separan por peso molecular por medio de una electroforesis en
geles desnaturalizante de SDS-archilamida/bis-acrilamida (Bio Rad). Una vez terminada
la electroforesis las proteínas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa (Prolan).
Las membranas se incuban durante 3 horas a temperatura ambiente en tampón -
Tris salino + Tween 0.5% (TTBS) con 5% de leche en polvo para bloquear la unión
inespecífica de los anticuerpos a la membrana, seguidamente se incuba la membrana
durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario deseado a la concentración
adecuada, posteriormente se lava la membrana y se incuba con el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente se lava la
membrana con TBS, se incuba con la solución quimioluminiscente ECL (Amershan) 1
minuto y se expone la membrana a una placa autorradiográfica (Amersham) el tiempo
necesario para detecta la banda correspondiente a la proteína deseada. El listado de los
anticuerpos primarios utilizados se encuentra en la Tabla 1
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E.2. Ensayo de ELISA (del inglés “Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay”)
E.2.1. Procesamiento de muestras
Las muestras para la medición de niveles de IGF-I deben ser procesadas
previamente para separar al IGF-I de las IGFBPs El proceso de separación varía de
acuerdo a si se trata de muestras de tejido, de suero o de LCR.
 Tejido
Se homogeniza el tejido en 300-500 l de solución de ácido acético 1N, se hierve el
homogenato durante 20 minutos, se atempera a 4 °C durante 10 minutos y se centrifuga
a 14.000 RPM 5 minutos. Se recoge el sobrenadante y se congela a -80 °C durante 1
hora. Finalmente se liofiliza el sobrenadante durante toda la noche. El liofilizado se
resuspende en el volumen mínimo necesario para poder realizar el ensayo de ELISA y
la determinación de proteínas totales por el método de Bradford (50 l para ELISA de
IGF-I humano, 250 l para ELISA de IGF-I rata/ratón).
 Suero y LCR
Para LCR y suero la separación del IGF-I de las IGFBPs se realiza por medio de la
cromatografía a través de columnas de Sep-Pak (Waters). En el caso de suero se utiliza
50 l, en el caso de LCR se utilizan 100 l. Las muestras se diluyen en una proporción
1/20 en HCl 0.5 N. Las columnas se pre-tratan pasando consecutivamente 5 ml de
isopropanol, 5 ml de metanol y 10 ml de ácido acético al 7%. Las muestras diluidas se
pasan dos veces por la columna, seguidamente se lava la columna con 10 ml de ácido
acético 7% y finalmente se extraen las proteínas enjuagando la columna con 2 ml de
metanol. El eluído obtenido se evapora durante toda la noche utilizando una centrífuga
acoplada a una bomba de vacío (tipo Speed-Vac, Savant). De la misma manera que en
el caso de los tejidos, el residuo obtenido se resuspende en el volumen mínimo
necesario para el procedimiento del ELISA.
E.2.2. ELISA de IGF-I humano
Para la detección de IGF-I humano se utilizó un kit de ELISA comercial (DSL),
el procedimiento se realizó de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El rango de
detección del ensayo es 10-600 ng/ml. Los valores de concentración de IGF-I obtenidos
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se normalizaron por el contenido total de proteína en el tejido procesado o por el
volumen de suero o LCR utilizado.
E.2.3. ELISA de IGF-I rata/ratón
Para la detección de IGF-I de rata y de ratón se utilizó un ELISA desarrollado en
nuestro laboratorio. El ensayo se desarrolla a lo largo de 5 días. Brevemente el
protocolo es el siguiente
 Dia 1: Recubrimiento.
Se incuba una placa de ELISA de 96 pocillos (Falcon) con un anticuerpo monoclonal
anti-IGF-I de ratón (1/1000 en PBS, R&D) a 4 °C durante toda la noche.
 Dia 2: Bloqueo.
Luego se sucesivos lavados con solución de lavado (PBS, Tween 0.05%) se incuba la
placa durante 2 hora a temperatura ambiente y durante toda la noche a 4 °C en solución
de bloqueo (PBS, 0.05 % Tween, 5% sacarosa, 0.05% azida).
 Dia 3 Cargado de muestras.
Se agregan la curva patrón con concentraciones conocidas de IGF-I de ratón (IBT) y las
muestras incógnita. El rango de la curva patrón es 0.5-16 ng/ml. Se incuban las
muestras en la placa durante toda la noche a 4 °C.
 Dia 4. Segundo anticuerpo.
Luego de lavar se agrega a cada pocillo un anticuerpo generado en cabra contra IGF-I
de ratón y biotinilado por el fabricante (R&D, 1/1000) y se incuba la placa durante toda
la noche a 4 °C.
 Dia 5 Revelado.
Se incuba la placa con solución de estreptavidina-peroxidasa (Amersham, 1/20000)
durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación. Luego de lavar se incuba la placa
con solución de revelado (OPD-Sigma fase, Sigma, dos pastillas en 20 ml de agua)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lee la absorbancia a 450 nm
y se calcula la concentración de IGF-I en las muestras incógnitas a partir de los
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parámetros obtenidos por el ajuste de la recta patrón. De la misma forma que en el
ELISA de IGF-I humano los valores de IGF-I se relativizan al contenido total de
proteínas si se analiza tejido o al volumen analizado si se analiza suero o LCR.
E.3. Marcaje de IGF-I con digoxigenina
Se pesó la digoxigenina (Roche) y la proteína a marcar en relación equimolar
1:70, normalmente se realizó la reacción con 1 mg de la proteína que se deseaba marcar.
Se disolvió la proteína en 1 ml de PBS, PH 8.5 y la digoxigenina en 8.2 l de DMSO.
Se mezclaron ambas soluciones y se dejó que la reacción de marcaje ocurriese durante 3
horas a temperatura ambiente. Se cargó la mezcla de reacción en columnas de Sephadex
G-25 (Sigma) previamente saturada con PBS, PH 8.5, BSA 1%. Se enjuago la columna
con PBS, PH 8.5 y se recogieron fracciones de 500 l. Se cargó 1 l de cada fracción
obtenida en una membrana de nitrocelulosa y se procedió a realizar la imunodetección
de la digoxigenina y el péptido deseado de manera similar a un western blot (tecnica de
“dot-blot”). Las fracciones en las que se detectó la presencia de digoxigenina y del
péptido de interés se agruparon. La concentración del péptido marcado se calculó como
el cociente entre el volumen total de las fracciones agrupadas y la masa de péptido
utilizada en la reacción.
F. Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia
Para los ensayos de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia los animales
fueron perfundidos transcardialmente con solución salina y solución fijadora de la
siguiente composición: tampón fosfato 0.1M (PB), paraformaldehído 4%. Una vez
terminada la perfusión se extrajo el cerebro y se incubo a 4 °C en solución fijadora
durante toda la noche. Al día siguiente se retiró el cerebro de la solución fijadora y se lo
colocó en PB. Dentro de los 15 días siguientes se cortó el cerebro en rodajas de 50 m
de grosor en un vibrátomo estándar. Los cortes de interés fueron seleccionados y
separados en 8 series intercaladas, de esta forma dos cortes consecutivos en el
inmunoensayo se encuentran separados por una distancia teórica de 400 m. Los
listados de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para inmunofluorescencia




El ensayo de inmunodetección consiste en dos incubaciones una primera con el
anticuerpo primario que reconoce la molécula que se quiera detectar y una segunda con
un anticuerpo secundario unido a una sonda fluorescente que reconoce las
inmunoglobulinas de la especie del anticuerpo primario. Ambas incubaciones se
realizan en un tampón de la siguiente composición: PB 0.1 M, Triton X-100, 0.1%,
BSA 0.3%. La incubación con el anticuerpo primario dura 48 horas y la incubación con
el anticuerpo secundario 24 horas. Las concentraciones utilizadas para cada anticuerpo
se encuentran detalladas en la Tabla 3. Opcionalmente, al finalizar la incubación con el
anticuerpo secundario se incubaron los cortes con el colorante nuclear DAPI (200 ng/ml,
Calbiochem) para obtener una contratinción nuclear. Posteriormente los cortes fueron
visualizados en un microscopio de epifluorescencia o en un microscopio confocal
(Leica).
F.2. Inmunohistoquímica
El principio del ensayo es similar para la inmunofluorescencia, pero el protocolo
difiere en los siguientes puntos:
 Previamente a la incubación con el anticuerpo primario los cortes son incubados
durante 10 minutos en una solución de la siguiente composición PB 70%,
metanol 30%, y H2O2 0.9 %; para inhibir el enzima peroxidasa endógena.
 El anticuerpo secundario utilizado se haya conjugado con biotina en vez de una
sonda fluorescente.
 Después de la incubación con el anticuerpo secundario los cortes se incuban con
el complejo avidina-biotina-peroxidasa 1:250 (Pierce) durante 90 minutos.
 La presencia del anticuerpo secundario se revela mediante una solución de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) al 0.03% y H2O2 al 0.01 % en PBE. La
reacción de revelado produce un precipitado marrón en las zonas donde se haya
el anticuerpo secundario.




F.3. Recuento de botones glutamatergicos y gabaergicos
Las sinapsis glutamataergicas y gabaergicas de la SI fueron identificadas por
medio de dobles tinciones con anticuerpos especificos anti-transportador vesicular de
glutamato (V-Glut1) y anti-ácido glutámico decarboxilasa (GAD6). El anticuerpo anti-
V-Glut1 fue detectado con un anticuerpo secundario biotinilado y este a su vez fue
detectado con estreptavidina conjugada con alexa-468. La determinación del área
ocupada por botones sinápticos glutamatergicos y gabaergicos se realizó en series de 1
de cada 8 cortes de 50 m de espesor en zona de corteza somestésica. Se realizaron
fotos en la capa IV cortical, identificada por medio de una contratinción con DAPI,
utilizando un objetivo de inmersión en aceite de 63X y un zoom digital de 9X. Se
realizaron 3 fotos por corte en 3 cortes diferentes de cada animal. El análisis de las
imágenes fue realizado en “doble ciego” utilizando el programa AIS (Imaging
Research). Las imágenes fueron convertidas a escala de grises para aumentar el
contraste entre señal y fondo. Se definió un umbral de intensidad, constante para todas
las imágenes, a partir del cual la señal era considerada positiva. Se midió el área
ocupada por señal positiva en tres zonas circulares del 325 m de diámetro elegidas al
azar dentro de cada fotografía obteniéndose un porcentaje de área ocupada por botones
sinápticos. Se calculó el promedio para cada imagen, a su vez se calculó el promedio
para cada corte y finalmente el promedio para cada animal, ese valor fue tomado como
una observación. Los botones glutamatergicos y gabaergicos fueron analizados por
separado ya que nunca colocalizaron.
G. Inducción de diabetes
La diabetes fue inducida por la administración intraperitoneal de 65 mg/kg de
STZ (Sigma), disuelta en 200 l de tampón citrato (PH 4,5). Tres días después de la
inyección se obtuvieron muestras de sangre por punción de la cola y se midió la
concentración de glucosa por medio de un glucómetro (Menarini). Los animales fueron
considerados diabéticos si los niveles de glucosa en sangre eran superiores a 350 mg/dl.
Como controles se utilizaron animales del mismo rango de peso inyectados el mismo




Para el análisis estadístico y la creación de gráficos se utilizó el programa Graph Prism
(Graph Pad). El nivel de significación estadística se estableció siempre en valores de p
menores a 0.05. En caso de comprobarse la homogeneidad de varianzas se realizaron
ensayos estadísticos paramétricos a dos colas. Si se analizaban dos grupos se realizo un
“Test de student”, si se analizaban más de dos grupos con un solo factor como
tratamiento se realizó un ANOVA de una vía y si se analizaban más de dos grupos con
más de un factor como tratamiento se realizó un ANOVA de dos vías. El nivel de
significación del ANOVA fue establecido por el ensayo post hoc de Bonferroni. En los
casos en los que no existió homogeneidad de varianzas se procedió a realizar ensayos no
paramétricos, Man-Whitney si se analizaban dos grupos o el ensayo de Kruskal-Wallis
si se analizaban más de dos grupos.
Los datos se expresan como media ± error estándar. El número de datos incluidos en




Tabla 1: anticuerpos primarios utilizados en western blot
Antígeno Especie Dilución Producido por:
GluR 2/3 conejo 1/2000 Eva García-Galloway
GAD6 ratón 1/500-1000 Developmental Hybridoma Bank
Calbindina ratón 1/2000 Swant
III-actina ratón 1/2000 Sigma
GluR1 conejos 1/1000 Chemicon
Sinaptofisina ratón 1/10000 Sigma
Dinamina-1 ratón 1/2000 Santa Cruz
III-Tubulina ratón 1/150000 Promega
Tabla 2: anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquímica e inmunofluorescencia
Antígeno Especie Dilución Producido por:
GAD6 ratón 1/500 Developmental Hybridoma Bank
V-Glut 1 cabra 1/5000 Chemicon
c-fos conejo 1/1000 Santa Cruz
Digoxigenina ratón 1/250 Roche
IGF-I conejo 1/250 IBT
Dinamina-1 ratón 1/2000 Santa Cruz
III-Tubulina ratón 1/150000 Promega
Tabla 3: anticuerpos secundarios utilizados en inmunohistoquímica e inmunofluorescencia.
Especificidad Marca Especie Dilución Producido por:
Anti-ratón alexa-594 burro 1/1000 Molecular Probes
Anti-ratón alexa-488 burro 1/1000 Molecular Probes
Anti-ratón biotinilado cabra 1/250 Pierce
Anti-conejo alexa-594 burro 1/1000 Molecular Probes
Anti-cabra biotinilado burro 1/1000 Vector
Tabla 4: anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa utilizados en western blot.
Especificidad Especie Dilución Producido por:
Anti-conejo conejo 1/10000 Jackson






Para intentar comprender el papel del IGF-1 circulante en sangre en la fisologia del
sistema nervioso comenzamos estudiando el módelo de los ratones carentes de IGF-1
hépatico “LID” (siglas del inglés “liver IGF-1 deficient”); como consecuencia de esa
deficiencia estos ratones poseen una reducción del 60-75 % de niveles circulantes de
IGF-1 pero no poseen alteraciones de desarrollo ni de crecimiento (Yakar et al., 1999).
Estas características los transforman en un modelo idóneo para el objetivo que nos
hemos propuesto.
A. Plasticidad sináptica en ratones LID
A.1. Plasticidad sináptica en rodajas
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que los ratones
LID presentan deficiencias en protocolos de memoria espacial, estas deficiencias se
encuentran acompañadas por una atrofia del giro dentado del hipocampo (Trejo et al.,
2007, en prensa). Por esta razón decidimos estudiar la plasticidad sináptica de los
ratones LID en las sinapsis formadas por las fibras del tracto perforante y las células
granulares del giro dentado en rodajas de hipocampo de ratones adultos.
La Figura 3 muestra el curso temporal de la pendiente del potencial sináptico
poblacional (fEPSP) en el giro dentado del hipocampo antes y después de la aplicación
de un estímulo eléctrico de alta frecuencia en la vía perforante (estimulación tetánica).
La estimulación tetánica de las rodajas de los animales controles indujo un aumento en
la respuesta poblacional que se mantuvo durante 1 hora y puede, por lo tanto, ser
definida como potenciación a largo plazo (LTP). Por el contrario, la aplicación del
mismo protocolo de estimulación en rodajas de animales LID no produjo ningún tipo de
potenciación (Figura 3).
Para estudiar las alteraciones responsables de la deficiencia de LTP en los
ratones LID, estudiamos la facilitación por pulsos pareados (PPF). Al evocar dos
potenciales sinápticos separados por un breve intervalo de tiempo, la amplitud y
pendiente del segundo potencial se modifica con relación al primero de acuerdo al
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intervalo de tiempo existente entre ambos estímulos. Esta forma de plasticidad sináptica
a corto plazo se denomina facilitación por pulsos pareados y se produce principalmente
por mecanismos presinápticos (Creager et al., 1980). El análisis de la PPF en rodajas de
animales LID y controles indica que no existen diferencias (Figura 4 A), sugiriendo que
la falta de LTP en los ratones no se origina por alteraciones presinápticas.
Figura 3. Los ratones LID poseen alteraciones en la LTP.
Gráfico del curso temporal de la pendiente del fEPSP en la capa molecular del giro dentado. Después de
la estimulación tetánica de la vía perforante (indicada por la flecha) la pendiente del fEPSP se incrementa
de manera continua en rodajas controles y no en rodajas LID. Los datos fueron normalizados por la
pendiente promedio antes de la estimulación tetánica. Cada punto representa el promedio de 6 rodajas de
ratones LID y de 5 de ratones controles. Los trazos representan fEPSP antes y después de la estimulación
tetánica
Como ha sido mencionado anteriormente el IGF-1 actúa como modulador de las
respuestas sinápticas en múltiples tipos de sinapsis (Gonzalez de la Vega et al., 2001;
Nuñez et al., 2003), en el siguiente experimento estudiamos el efecto de la aplicación de
IGF-1 en los fEPSP del giro dentado en rodajas de ratones LID. El IGF-1 no modificó la
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pendiente del fEPSP (Figura 4 B) sugiriendo que la transmisión sináptica en el giro
dentado no se encuentra modulada por este factor trófico.
A.2. Plasticidad sináptica de los ratones LID in vivo
Los ratones LID poseen una atrofia del giro dentado que se puede recuperar
después de un tratamiento crónico con IGF-1 (Trejo et al., 2007 en prensa). Con el
objetivo de estudiar si el tratamiento con IGF-1 también revierte la carencia de LTP
investigamos la plasticidad sináptica de los ratones LID in vivo. Los ratones LID
tampoco presentaron LTP in vivo en la conexión sináptica del tracto perforante con las
células granulares, confirmando los resultados obtenidos en rodajas de hipocampo
(Figura 5 A). Por el contrario la estimulación tetánica indujo una depresión a largo
plazo (LTD, pendiente 80,46 ± 1,51 %, N = 8) significativa (Figura 5 A, B). El
tratamiento crónico durante 1 mes con IGF-1 revirtió la carencia de LTP de los ratones
LID aunque la LTP obtenida fue de menor magnitud a la de los controles (Figura 5 A,
B). Estos resultados indican que la falta de LTP en los ratones LID es consecuencia de
la carencia de IGF-1.
¿Son estas deficiencias en la LTP específicas del giro dentado del hipocampo o
por el contrario los ratones LID poseen una alteración generalizada en la plasticidad
sináptica? Para contestar a esta pregunta analizamos la LTP inducida en la corteza
somatosensorial por la estimulación tetánica de las fibras comisurales del cuerpo calloso.
La estimulación tetánica de estas fibras indujo LTP tanto en los ratones controles como
en los ratones LID aunque el curso temporal y su magnitud fueron diferentes en ambos
grupos (Figura 6 A). Por otra parte, los ratones LID poseen una LTP normal en las
sinapsis formadas por las fibras comisurales de Schaffer y las neuronas piramidales de
la capa CA1 del hipocampo (Figura 6 B). Estos resultados en conjunto sugieren que los




Figura 4. Respuestas del giro dentado a la estimulación por IGF-1 y por pares de pulsos.
A. Índice de facilitación por pulsos pareados en la sinapsis del tracto perforante-células granulares de
rodajas de ratones controles y LID. No se observaron diferencias entre los genotipos en el índice de
facilitación en ninguno de los intervalos entre pulsos estudiados (p = 0,608). Cada punto representa el
promedio de las respuestas de al menos 5 rodajas. B. Curso temporal de la pendiente del fEPSP en el giro
dentado antes y después de la perfusión de IGF-1 en rodajas de ratones LID. La perfusión de IGF-1 no
modificó la pendiente del fEPSP. Cada punto representa el promedio de las respuestas de 5 rodajas.
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Figura 5. La falta de LTP de los ratones LID se recupera por el tratamiento con IGF-1.
A. Pendiente del fEPSP del giro dentado registrado in vivo antes y después de la estimulación tetánica del
tracto perforante. Los ratones LID no desarrollaron LTP, sin embargo el tratamiento crónico con IGF-1
revirtió estas deficiencias. Los trazos ilustran los fEPSP antes (izquierda) y 60 minutos después (derecha)
de la estimulación tetánica del tracto perforante en un ratón control. La línea horizontal señala la
pendiente basal del fEPSP utilizado como 100 %. Cada punto representa la media de las respuestas de 6 a
8 animales. B. Promedio de los últimos 15 minutos de registro (45-60 minutos después de la estimulación
tetánica) para cada grupo. Los ratones LID desarrollaron LTD, en tanto que los ratones controles y LID
tratados con IGF-1 desarrollaron LTP aunque de menor magnitud. En esta y en las siguientes figuras **,
p<0,01 y *** p< 0,001. ## p<0.001 vs. LID + IGF-1.
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A.3. Reversión de la carencia de LTP por bloqueo de la transmisión inhibitoria
El giro dentado del hipocampo posee la particularidad de ser una de las pocas
regiones del sistema nervioso donde se produce neurogenesis durante la edad adulta
(Gage, 2002). Los estudios realizados en el laboratorio indican que los ratones LID
poseen deficiencias en la supervivencia de las nuevas neuronas generadas en el giro
dentado (Llorens-Martín et al. enviado). Las nuevas neuronas se incorporan al circuito
hipocampal siguiendo un patrón determinado, en el cual primeramente se establecen las
sinapsis inhibitorias y posteriormente las sinapsis excitatorias (Esposito et al., 2005).
Por lo tanto la alteración en la supervivencia de las nuevas neuronas en los ratones LID
podría conducir a un desequilibrio excitatorio/inhibitorio; las nuevas neuronas
formarían contactos inhibitorios y no excitatorios, luego la deficiencia en la
supervivencia provocaría que la subpoblación de neuronas que forma contactos
excitatorios disminuya. Si esto fuese así la falta de LTP podría deberse a una “hiper-
inhibición” del circuito hipocampal. Para poner a prueba esta hipótesis analizamos la
LTP en presencia de bloqueantes de la transmisión GABAérgica rápida.
El bloqueo de la transmisión GABAérgica con bicuculina (10 M) y picrotoxina
(100 M) revirtió la incapacidad de las rodajas de ratones LID de expresar LTP (Figura
7). La aplicación de los bloqueantes GABAérgicos después de la estimulación tetánica
de la vía perforante no modificó la pendiente inicial del fEPSP, sugiriendo que el
bloqueo de la transmisión inhibitoria no afecta la transmisión glutamatérgica en
ausencia de estimulación tetánica. Estos resultados en conjunto sugieren que los ratones
LID poseen una alteración especifica de la plasticidad sináptica en el giro dentado por
un desequilibrio entre la relación excitación/inhibición sobre las células granulares. Esta
hipótesis fue posteriormente apoyada por medio del análisis morfológico de la cantidad
de botones sinápticos glutamatérgicos y GABAérgicos existentes en la capa molecular
del giro dentado (Trejo et al., 2007 en prensa).
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Figura 6. La falta de LTP de los ratones LID es específica del giro dentado.
A. LTP en la corteza somatosensorial. A diferencia de lo observado en el giro dentado los ratones LID
desarrollaron LTP en la corteza, aunque el curso temporal de la potenciación fue diferente al de los
controles. Los trazos ilustran los fEPSP antes (izquierda) y 60 minutos después (derecha).de la
estimulación tetánica. Cada punto representa la media de las respuestas de 6 a 8 animales. B. Experimento
individual estudiando la LTP en la capa CA1 del hipocampo en rodajas de ratones LID tras la
estimulación tetánica de las fibras colaterales de Schaffer, en ausencia de bloqueantes GABAérgicos. El
experimento sugiere que la LTP en esa sinapsis no se encuentra afectada. Los trazos ilustran los fEPSP
antes y después de la inducción de la LTP.
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Figura 7. Reversión de la falta de LTP de los ratones LID por bloqueo de la transmisión inhibitoria.
A. La estimulación tetánica en rodajas de animales LID no induce LTP (flecha de la izquierda). La
posterior perfusión de bloqueantes de la transmisión GABAérgica no modifica la pendiente de los fEPSP
pero revela la capacidad de las rodajas de ratones LID de desarrollar LTP por una segunda estimulación
tetánica (flecha de la derecha). Los trazos ilustran los fPESP observados en una rodaja de ratón LID antes
y después de la primera estimulación tetánica (1 y 2) antes de la segunda estimulación tetánica en
presencia de bloqueantes GABAérgicos (3) y después de la estimulación tetánica en presencia de
bloqueantes GABAérgicos (4). Cada punto representa el promedio de 5 rodajas. B. Respuestas media
antes y después de la estimulación tetánica en presencia y ausencia de bloqueantes GABAergicos. La
estimulación tetánica indujo LTP en las rodajas de ratones LID sólo en presencia de bloqueantes
GABAergicos. Las rodajas de animales controles desarrollaron LTP tanto en presencia como en ausencia
de bloqueantes GABAergicos. Las barras representan el promedio de los últimos 10 minutos de registro
de al menos 10 rodajas.
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B. Análisis de la distribución de IGF-1 en ratones LID y controles
Como se ha mencionado los ratones LID no producen IGF-1 en el hígado y en
consecuencia presentan una reducción del (60-75 %) en los niveles de IGF-1 circulante
en sangre. Por otra parte la producción de IGF-1 en músculo, bazo, corazón y tejido
adiposo no se encuentra afectada (Yakar et al., 1999). Asimismo los resultados
obtenidos en nuestro laboratorio indican que la producción de ARN mensajero de igf-1
en el hipocampo tampoco se encuentra alterada (Trejo et al., 2007 en prensa). Para
estudiar que sucede con los niveles de proteína IGF-1 en el en el hipocampo, medimos
sus niveles utilizando un ensayo de ELISA. Los niveles de IGF-1 en el hipocampo de
los ratones LID son similares a los de los ratones control (Figura 8). Estos resultados
podrían indicar que los niveles de IGF-1 en el hipocampo dependen de la síntesis local y
no de la captación desde la sangre, sin embargo trabajos previos realizados en el
laboratorio indican que bloqueando la entrada de IGF-1 de la sangre al cerebro, los
niveles de IGF-1 en el cerebro descienden indicando que la sangre es una fuente
principal de IGF-1 para el hipocampo y otras zonas del cerebro (Carro et al., 2005;
Carro et al., 2006b).
Alternativamente los niveles normales de IGF- 1 en el hipocampo podrían
indicar que en los ratones LID existe un sistema compensatorio de captación del IGF-1
de sangre al cerebro de manera que la captación IGF-1 desde la sangre se incrementa
para compensar el descenso en los niveles circulantes. En caso de existir este
mecanismo podría funcionar compensando tanto descensos como aumentos en los
niveles de IGF-1 circulante. Para poner a prueba esta hipótesis analizamos el efecto del
incremento crónico de IGF-1 en sangre en sus niveles cerebrales. El experimento
consistió en la administración de IGF-1 (50 g/kg.día) humano a ratones control durante
10 días determinando su concentración en suero e hipocampo a las 48 horas y a los 10
días. Utilizando un ELISA específico de IGF-1 humano y otro de IGF-1 de ratón
(Figura 9) pudimos determinar la variación en los niveles séricos e hipocampales tanto
del IGF-1 humano administrado (exógeno) como del IGF-1 endógeno.
A las 48 de administración de IGF-1 humano, este es detectable en hipocampo y
suero (Figura 10 A, C). Mientras que los niveles de IGF-1 exógeno en suero se
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mantienen constantes entre las 48 horas y los diez días de tratamiento (Figura 10 A); en
el mismo período existe un descenso significativo de su concentración en hipocampo
(Figura 10 C). De la misma forma los niveles séricos de IGF-1 endógeno no se
modifican durante el experimento (Figura 10 B) mientras que los niveles hipocampales
disminuyen a los 10 días de tratamiento (Figura 10 D). Todos estos resultados son
compatibles con un modelo en el cual el incremento crónico en los niveles circulantes
de IGF-1 induce un descenso en su captación al cerebro de manera de mantener los
niveles cerebrales constantes
.
Figura 8. Niveles de IGF-1 de ratones LID
Gráfico ilustrando los niveles normalizados de IGF-1 en sangre e hipocampo de los ratones LID y
controles. Los ratones LID poseen niveles normales de IGF-1 en el cerebro a pesar de tener una
pronunciada reducción en los niveles plasmáticos. Indicando que la distribución de IGF-1 es diferente
entre los ratones controles y LID. Los valores normalizados corresponden a los datos de la Tabla 5. En
esta y en las siguientes figuras, * p < 0,05.
La existencia de niveles normales de IGF-1 en el cerebro de los ratones LID
plantea un problema a la hora de interpretar las causas subyacentes a las alteraciones de
Resultados
51
la plasticidad sináptica, morfológicas y de aprendizaje que presentan estos ratones.
Todas estas alteraciones tienen que ser consecuencia de los bajos niveles de IGF-1 en
sangre porque son revertidos por la administración crónica de IGF-1. Sin embargo no
podrían explicarse en función de una disminución de los niveles de IGF-1 cerebrales
porque estos son normales. Un modelo posible para resolver esta aparente paradoja
podría plantear que las deficiencias de los ratones LID se producen por la imposibilidad
de aumentar de manera transitoria la entrada del IGF-1 de la sangre al cerebro en el
momento que este lo requiera. Trabajos previos realizados en el laboratorio demostraron
que el ejercicio físico agudo incrementa la entrada de IGF-1 de la sangre al cerebro
(Carro et al., 2000) y que la entrada inducida por ejercicio físico tiene efectos
neuroprotectores y angiogénicos (Carro et al., 2001; Lopez-Lopez et al., 2004). Algunos
de estos efectos beneficiosos no se observaron en los ratones LID, sugiriendo que son
producidos por el IGF-1 circulante.
La entrada al cerebro de IGF-1 en respuesta a ejercicio físico se correlaciona con
la actividad neuronal medida por marcadores moleculares (Carro et al., 2000), esto
podría sugerir que el aumento en la actividad neuronal es el responsable del incremento
de la captación de IGF-1. Para poner a prueba este modelo estudiamos la modulación de

















Figura 9. Especificidad de los ensayos de ELISA de IGF-1 humano y de ratón.
Para comprobar la especificidad de los ensayos de ELISA de IGF-1 humano y de ratón analizamos
concentraciones crecientes de IGF-1 de ratón en el ELISA de IGF-1 humano (A) y de IGF-1 humano en
el ELISA de IGF-1 de ratón (B). Los resultados indican que ambos ELISAs no detectan el IGF-1 de la
otra especie lo que permite su diferenciación.
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Figura 10. Efecto del aumento crónico de los niveles de IGF-1 en sangre en su entrada al cerebro.
A. A las 48 horas de administración de IGF-1 humano sus niveles en suero son detectables y se mantienen
constantes hasta los 10 días de tratamiento. B. La administración de IGF-1 humano no altera los niveles
de IGF-1 endógeno, que se mantienen constantes a los largo del experimento. C. A las 48 horas el IGF-1
humano administrado sistémicamente es detectable en el hipocampo, sin embargo entre las 48 horas y los
10 días sus niveles en el hipocampo disminuyen a pesar de que los niveles séricos se mantienen
constantes. D. Por su parte los niveles de IGF-1 endógeno hipocampales disminuyen a las 48 horas de
tratamiento alcanzando una disminución significativa a los 10 días de tratamiento, sugiriendo que el
incremento de IGF-1 en suero induce una disminución en la captación de IGF-1 en el cerebro. #, p < 0,05




C. Modulación de la captación de IGF-1 por actividad neuronal
C.1. Captación de IGF-1 en cerebelo
Un requisito fundamental para poder estudiar la captación de IGF-1 de la sangre
al cerebro es poder diferenciar el IGF-1 circulante en sangre del que se encuentra en el
cerebro. La primera estrategia utilizada para poder realizar está distinción fue
administrar a los animales de experimentación IGF-1 humano en forma aguda y
posteriormente utilizar el ELISA específico para IGF-1 humano para detectar su
presencia en el sistema nervioso central.
El primer experimento realizado para estudiar la modulación de la captación de
IGF-1 por la actividad neuronal consistió en medir la captación de IGF-1 en el cerebelo
después de la estimulación eléctrica del pedúnculo cerebeloso inferior ese pedúnculo es
el punto principal de entrada de fibras aferentes al cerebelo, a través de él pasan axones
tanto de las fibras musgosas como de las fibras trepadoras. Así la estimulación del
pedúnculo cerebeloso inferior produce una activación masiva de la corteza cerebelosa
ipsilateral al sitio de estimulación (Tian y Bishop, 2002). El protocolo experimental
consistió en la administración intra carotida (i.c.) de 20 g de IGF-1 a ratas a las que se
les estimulo el pedúnculo cerebeloso inferior. Se administró el IGF-1 i.c. para lograr una
llegada rápida al cerebro y disminuir las cantidades administradas. Los experimentos se
realizaron en ratas para disponer de mayor cantidad de tejido para medir niveles de IGF-
1 y para facilitar la administración i.c..
La estimulación del pedúnculo cerebeloso inferior incrementó los niveles de
IGF-1 humano en el cerebelo (21,19 ± 3,13 pg/g proteína, en animales estimulados vs.
12,34 ± 1,15 pg/g proteína en no estimulados, N = 7 y 12 respectivamente) y no en el
bulbo olfativo (6,45 ± 1,72, pg/g proteína en estimulados, y 7,19 ± 0,62 pg/g
proteína en no estimulados, N = 7 y = 12 respectivamente; Figura 11), sugiriendo que la
actividad neuronal aumenta la captación de IGF-1. Para investigar la generalidad de este
proceso continuamos nuestro análisis en la corteza somatosensorial, particularmente
decidimos estudiar la región de la corteza donde se localiza la sensibilidad de las
vibrisas (corteza de barriles).
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Figura 11. La actividad neuronal incrementa la captación de IGF-1 en el cerebelo.
A. El IGF-1 humano se inyectó i.c. a animales anestesiados, se estimuló el pedúnculo a 5 Hz durante 15
minutos, se perfundió el animal con solución salina para lavar la sangre y se extrajo el cerebelo para
medir niveles de IGF-1 humano. Los “#” indican neuronas positivas para el marcador molecular de
activación neuronal c-fos en la corteza cerebelosa de animales estimulados. Aumento 40X, p.c.i
pedúnculo cerebeloso inferior. B. Niveles de IGF-1 humano captado de la sangre en cerebelo después de
la estimulación del pedúnculo cerebeloso inferior. La estimulación incrementó los niveles de IGF-1 en los
cerebelos de los animales estimulados pero no modificó los niveles en el bulbo olfativo.
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C.2. Captación de IGF-1 en corteza de barriles
La estimulación eléctrica sub-epidérmica en la almohadilla de las vibrisas es una
técnica poco invasiva que imita la estimulación sensorial natural produciendo una
respuesta en la corteza somestésica primaria (Castro-Alamancos, 2004). Al igual que en
el experimento anterior, en este experimento estudiamos la captación del IGF-1 de la
sangre a la corteza somatosensorial después de la estimulación eléctrica de las vibrisas.
Coincidiendo con lo observado en cerebelo, la estimulación eléctrica de las vibrisas
incrementó la captación de IGF-1 en la corteza de barriles contralateral (30,74 ± 3,64
pg/g proteína en estimulados, 18,12 ± 2,87 pg/g proteína en no estimulados, N 20 y
14 respectivamente; Figura 12 A). El aumento en la captación de IGF-1 es específico de
la corteza de barriles ya que los niveles de IGF-1 en el bulbo olfativo son similares en
animales estimulados (19,67 ± 3,78, N = 9) y no estimulados (16,73 ± 2,77, N = 7;
Figura 12 B).
La respuesta de las neuronas corticales de la corteza de barriles es dependiente
de la frecuencia de estimulación de las vibrisas, con frecuencias de estimulación
superiores a 2 Hz las neuronas corticales se desensibilizan como consecuencia de la
depresión dependiente de actividad de las sinapsis tálamo-corticales (Chung et al.,
2002). Concordando con las dependencia de frecuencia de la actividad eléctrica en la
corteza, la captación de IGF-1 no se incrementa si se aumenta la frecuencia de
estimulación de las vibrisas a 5Hz (16,99 ± 1,43 pg/g proteína, N = 10; Figura 12 A).
Como se mencionó en la introducción, las evidencias disponibles hasta el
momento sobre la entrada de IGF-1 de la sangre al cerebro indican que la principal vía
de entrada es a través del plexo coroideo y el LCR (Carro et al., 2000; Carro et al.,
2005). Para comprobar si la estimulación de las vibrisas incrementaba la captación de
IGF-1 a través de plexo coroideo medimos sus niveles en el LCR. Los niveles de IGF-1
en LCR no se vieron modificados tras 1 hora de estimulación de las vibrisas (99,77 ±
4,64 ng/ml, en estimulados, 93,76 ± 6,89 ng/ml en no estimulados, N = 8 en ambos
grupos, p = 0,48 test de student) sugiriendo que el aumento en la captación de IGF-1 en
la corteza no se produce a través del aumento de los niveles en LCR (Figura 12 C).
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Figura 12. La estimulación eléctrica de las vibrisas incrementa la captación de IGF-1 en la corteza
de barriles.
A. Niveles de IGF-1 en corteza de barriles tras la estimulación eléctrica de las vibrisas. Los niveles de
IGF-1 fueron mayores en las cortezas de los animales estimulados a 2 Hz que en las cortezas de los
animales no estimulados o estimulados a 5 Hz. Los trazos de la derecha son el promedio de 100
potenciales evocados en la corteza de barriles, la estimulación a 5 Hz produce una respuesta del 50 % de
amplitud que la evocada por la estimulación a 2 Hz; # p < 0,05 comparado con estimulados 5Hz. B.
Niveles de IGF-1 humano en el bulbo olfativo de los animales estimulados y no estimulados, no se
observaron diferencias significativas (p = 0,56). C. La estimulación eléctrica de las vibrisas no incrementa
los niveles de IGF-1 en LCR. El esquema superior ilustra el protocolo experimental utilizado en A.




La distribución del IGF-1 circulante en el cerebro puede modularse tanto a través
de su entrada (Carro et al., 2000) como de su distribución (Guan et al., 2000; Nagaraja
et al., 2005). Para investigar cual de estos factores produce el incremento de IGF-1 en la
corteza de barriles por actividad neuronal, repetimos el experimento de estimulación de
las vibrisas administrando ahora el IGF-1 de forma intra-cerebro-ventricular (i.c.v). Si la
actividad eléctrica modulase la localización del IGF-1 presente en el cerebro, este efecto
sería evidente incluso después de incrementar sus niveles intracerebrales. Si, por el
contrario, la actividad eléctrica modula la captación del IGF-1 circulante, un aumento
generalizado de los niveles de IGF-1 intracerebrales eliminaría su acción. Los niveles de
IGF-1 en la corteza de barriles después de la inyección de IGF-1 icv fueron similares en
los animales estimulados (211,0 ± 38,10 pg/g proteína, N = 7) y no estimulados (211,0
± 28,53 pg/g proteína, N = 8), apoyando la posibilidad de que la actividad neuronal
modula la captación del IGF-1 y no su localización (Figura 13).
Las vías somatosensoriales son cruzadas, es decir, la representación cortical de
un hemicuerpo se encuentra en la corteza somatosensorial del hemisferio cerebral del
lado opuesto, aunque en toda la corteza existen conexiones interhemisfericas. No
obstante debido a que el protocolo de estimulación de vibrisas solo estimula las vibrisas
de un lado del rostro, sería esperable que el aumento en la captación de IGF-1 se viese
limitado al hemisferio cortical correspondiente (el contralateral). Sin embargo el análisis
del IGF-1 presente en los dos hemisferios de los animales estimulados indica que no
existen diferencias inter-hemisfericas (Figura 13). Una posible explicación a estos
resultados es la existencia de conexiones interhemisfericas que incrementen la actividad
neuronal en los dos hemisferios (Wiest et al., 2005). Alternativamente puede ser el
reflejo de las limitaciones técnicas del método de análisis por ELISA.
C.3. Análisis inmunohistoquímico de la captación de IGF-1
Con el objetivo de obtener mayor información sobre la localización del IGF-1
captado por actividad neuronal realizamos un análisis por inmunohistoquimica de la
captación de IGF-1 después de la estimulación de las vibrisas. Debido a la falta de
anticuerpos específicos de IGF-1 de rata o humano caracterizados para la detección
inmunohistoquímica optamos por una estrategia de marcado del IGF-1 con digoxigenina
(IGF-DIG), una molécula vegetal detectable facilmente por medio de anticuerpos y que
unida a IGF-1 no altera su capacidad de entrar al cerebro (Carro et al., 2000).
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Figura 13. La estimulación eléctrica de las vibrisas no incrementa la captación de IGF-1 en la
corteza de barriles tras su inyección .c.v.
A. Niveles de IGF-1 en la corteza de barriles tras la estimulación eléctrica de las vibrisas cuando el IGF-1
se inyecta i.c.v. Utilizando está vía de administración el aumento de IGF-1 asociado a la actividad
neuronal desaparece observándose niveles similares en animales estimulado y no estimulados. B. Los
niveles de IGF-1 en LCR tras la inyección i.c.v. son elevados (comparar con figura 12) y similares en
animales estimulados (477.3 ± 118.4 ng/ml, N = 6) y no estimulados (465,7 ± 43,55 ng/ml, N = 7).
La estimulación de las vibrisas durante una hora a 2Hz tras la administración i.c
de 20 g de IGF-DIG indujo su captación en el hemisferio contralateral en la corteza de
barriles (Figura 15). La coherencia entre las zonas de captación y la localización de
corteza de barriles se mantuvo en el sentido rostro-caudal, de manera que en diferentes
niveles del eje rostro caudal se observó la presencia de IGF-DIG en corteza de barriles
(Figura 15).
Para comprobar la especificidad de la señal observada realizamos un ensayo de
inmunofluorescencia doble analizando la colocalización de la inmunodetección de
digoxigenina e IGF-1. La señal de digoxigenina colocaliza con la señal de IGF-1
(Figura 16) sugiriendo que corresponde a IGF-DIG; por su parte la señal de IGF-1
colocaliza sólo parcialmente con la señal de digoxigenina ya que el anticuerpo utilizado
reconoce tanto el IGF-1 de rata como el de humano (Figura 17). A continuación
estudiamos la captación de IGF-DIG en la estación de relevo talamica de la vía sensitiva
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de las vibrisas, el núcleo talámico ventro-postero-medial (VPM). De la misma forma
que en la corteza, la señal de IGF
-DIG se localiza en el VPM contralateral al sitio de estimulación, sugiriendo que
la captación de IGF-DIG en el tálamo se incrementa por la actividad neuronal (Figura
17).
Figura 14. No existen diferencias interhemisféricas en la captación de IGF-1.
No se observaron diferencias en el contenido de IGF-1 humano entre las cortezas de barriles del
hemisferio “estimulado” (contralateral al sitio de la estimulación) y del hemisferio “no estimulado”
(ipsilateral al sitio de la estimulación; p = 0,399). Las fotografías ilustran la inmunoreactividad observada
contra c-fos en el hemisferio estimulado (1) y no estimulado (2) de un animal estimulado y en un animal
no estimulado (3). Barras de calibración 100 m.
Al igual que la estimulación de las vibrisas, la estimulación del nervio ciático
incrementó la captación de IGF-1 en la corteza somatosensorial en la región
correspondiente a la sensibilidad del miembro inferior contralateral apoyando la




Figura 15. El IGF-1 captado se localiza en corteza de barriles
A. Imágenes obtenidas a 1X del extremo rostral de la corteza de barriles de una animal estimulado en las
vibrisas e inyectado con IGF-DIG. La reactividad contra digoxigenina se localiza en el hemisferio
estimulado principalmente en la corteza de barriles. La imagen de la derecha corresponde a un detalle a
20X de la zona recuadrada. B. Imagen de una región más caudal de la corteza de barriles, donde al igual
que en “A” la marca se localiza en la corteza de barriles. Se observa también reactividad en zonas
periventriculares como área CA1 del hipocampo y el núcleo hipotalámico dorso medial (DMC). C.
Imagen correspondiente a un animal inyectado con IGF-DIG sin estimulación en las vibrisas. En este caso
no existen diferencias entre hemisferios. M1, corteza motora primaría; S1HL, corteza sensitiva primaria
área miembro inferior; S1FL, corteza sensitiva primaria área miembro superior; S1BF, corteza sensitiva






Figura 16. Especificidad de la señal de digoxigenina.
A Fotografías ilustrativas de la reactividad observada contra IGF-1 y digoxigenina. Las señales
colocalizan demostrando la efectividad de la imunodetección de digoxigenina para localizar IGF-DIG. B.
Fotografías ilustrando la presencia de células positivas para IGF-1 que no son positivas para digoxigenina.
* perfiles positivos tanto para IGF-1 como para digoxigenina. # perfiles positivos para IGF-1 negativos




Figura 17. La estimulación de las vibrisas incrementa la captación de IGF-1 en tálamo.
A. Esquema de la vía somatosensorial. Las terminales sensitivas de las neuronas del núcleo principal del
trigémino hacen sinapsis en el núcleo ventral posteromedial del tálamo (VPM). Las neuronas tálamicas a
su vez envían axones a las neuronas corticales de capa IV en la corteza de barriles. La decusasión de la
vía se produce en el tronco del encéfalo de manera que la representaciónes tálamica y cortical son
contralaterales al campo receptivo (adaptado desde
http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/pathway/somatosensory.htm). B. Fotografías de la
inmunoreactividad contra digoxigenina en el tálamo de un animal estimulado en las vibrisas e inyectado
con IGF-DIG. La señal de DIG se localiza en el hemi-talamo estimulado (contralateral, fotografía
derecha) y no en el hemi-tálamo no estimulado (contralateral, imagen izquierda) al sitio estimulado. La
imagen de la izquierda corresponde al hemi-tálamo contralateral del mismo animal. Las imágenes fueron
tomadas a 5X y el detalle a 40X. RET, núcleo reticular del tálamo; VPL núcleo posterolateral del tálamo.
Barras de calibración de imágenes 5X: 200 m, 40X: 50 m
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Figura 18. Captación de IGF-DIG en la corteza somatósensorial tras la estimulación del nervio
ciático.
A. Composición de imágenes de una animal estimulado en el nervio ciático e inyectado con IGF-DIG i.c.
(20 g/rata). La captación de IGF-1 se localizó en la corteza somatosensorial correspondiente al miembro
inferior confirmando los resultados obtenidos tras la estimulación de las vibrisas. B. En un animal no
estimulado, no se observa marca de IGF-DIG. Aumento 1X.; S1HL, corteza sensitiva primaria área




Sumado al descenso en los niveles de insulina, la diabetes mellitus produce una
disminución en los niveles de IGF-1 circulante (Busiguina et al., 1996; Maes et al.,
1983; Wuarin et al., 1994). En la segunda parte del trabajo continuaremos estudiando la
acción del IGF-1 circulante sobre el sistema nervioso utilizando la diabetes como un
modelo patológico. Concentraremos nuestro estudio en la neuropatía diabetica, ya que
se trata de un síndrome neurológico que afecta al sistema nervioso periférico y central y
que se encuentra relacionado con las alteraciones del IGF-1 (Ishii, 1995). Para ello
caracterizaremos las alteraciones del sistema somatosensorial central y periférico y
posteriormente investigaremos el efecto del tratamiento con IGF-1 sobre su desarrollo.
A. Caracterización de la neuropatía diabética central y periférica
Para estudiar el efecto del IGF-1 en las alteraciones neurológicas asociadas a la
diabetes comenzamos caracterizando el desarrollo periférico y central de la neuropatía
diabética. La diabetes fue inducida en ratas por medio de la inyección de streptozotocina
(STZ). En los 3 días posteriores inyección de la droga más del 80% de los animales
desarrollaron una marcada hiperglicemia (>350 mg/dl) indicando que habían
desarrollado diabetes. Los animales que no desarrollaron diabetes tras la inyección de
STZ no fueron incluidos en el estudio. Durante la duración del experimento las ratas
diabéticas (RDs) no aumentaron de peso (Tabla 6) y exhibieron poliuria, hyperfagia y
polidipsia.
Tabla 6: Glicemia y peso corporal de las ratas controles y diabéticas.










271,42 ± 3,04 339,1 ± 8,63 92,00 ± 2,63 369,5 ± 3.83 89,11 ± 2,65
Diabeticas
(n = 10)




275,5 ± 2,63 233,8 ± 4,58 553,71 ± 30,61 248,57 ± 13,21 573,75 ± 12,65
El peso corporal es expresado en gramos, la glicemia es expresada como dg/ml. Los datos
corresponden a grupos desarrollados en paralelo.
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El primer paso para caracterizar la neuropatía diabética en nuestro modelo fue
estudiar las alteraciones perceptivas en este modelo, para ello estudiamos la sensibilidad
térmica en las ratas diabéticas
A.1. Desarrollo de las alteraciones en la percepción térmica
La sensibilidad térmica de las RDs fue medida 4 y 8 semanas después de la
inducción de la diabetes mediante el “plantar test”. En este ensayo se coloca una fuente
de radiación infrarroja debajo de la pata de la rata y se contabiliza el tiempo que tarda el
animal en retirarla. Los experimentos se realizaron incluyendo un grupo de ratas no
diabéticas cuyo tiempo medio de respuesta se utilizó como 100%. A las 4 semanas de
diabetes las RDs presentaron menor sensibilidad térmica que las ratas control (126,8 ±
5,27 %, N = 43; Figura 19) esta hiposensibilidad térmica se agravó a las 8 semanas de
diabetes (149 ± 9,78 %, N = 22; Figura 19).
A.2. Análisis de la neuropatía diabética periférica
El presente estudio de las alteraciones asociadas a la neuropatía diabética se centró
en la comparación entre las alteraciones del sistema nervioso periférico y el sistema
nervioso central (SNC) a las 4 y 8 semanas de diabetes, analizándose principalmente la
vía somatosensorial. Como se mencionó en la introducción, las alteraciones del sistema
nervioso periférico han sido ampliamente estudiadas mientras que las alteraciones del
SNC no han sido estudiadas en profundidad y su causas permanecen mayoritariamente
incomprendidas. En una primera aproximación para analizar las alteraciones periféricas
estudiamos el funcionamiento de los nervios periféricos midiendo la velocidad de
conducción de los nervios motores (VCNM).
A las 4 semanas de diabetes la VCNM se encuentra reducida y esta alteración
permanece constante en las RDs de 8 semanas (Figura 19 A). Indicando que la
alteración en VCNM asociada a la diabetes ya se encuentra establecida a las 4 semanas
de diabetes y se mantiene estable entre las 4 y las 8.
El siguiente paso fue investigar el funcionamiento de la vía somatosensorial
propioceptiva en la primer estación de relevo, el núcleo gracilis de los núcleos del
cordón posterior (NCP), para ello medimos la latencia del potencial evocado en los NCP
por la estimulación del nervio ciático (potencial nervio-gracilis). El potencial nervio-
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gracilis consistió en una onda positiva inicial seguida por una onda negativa de larga
duración y gran amplitud, atribuible a la activación de las vía espinales descendentes
por “rebote” del estímulo. El pico de la primera onda positiva fue utilizado para
comparar los valores de latencia del potencial nervio-gracilis (Figura. 19 B).
Concordando con lo observado en la medición de la VCNM la latencia de los
potenciales nervio-gracilis se incrementó significativamente en las RDs de 4 semanas
(controles 11,5 ± 0,36 ms RDs 4 semanas: 14,1 ± 0,86 ms, N= 13 y 10 respectivamente)
y 8 semanas (controles 10,96 ± 0,46 ms., RDs 8 semanas: 15,1 ± 1,18 ms, N = 9 y 11
respectivamente).
Figura 19. Desarrollo de la hiposensibilidad térmica.
A. Tiempo medio de respuesta de retirada de la pata frente a la radiación infrarroja. Las RDs presentaron
una marcada pérdida de sensibilidad térmica a las 4 y a las 8 semanas de diabetes. B. Histograma de
distribución de frecuencias de las respuestas a la radiación infrarroja; se observa una tendencia
homogénea hacia el incremento de las latencias en las RDs.
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Figura 20. Desarrollo de la neuropatía diabética periférica
A. VCNM en las ratas diabéticas. A las 4 semanas de diabetes las VCNM se encuentra alterada, esta
alteración premanece sin cambios entre las 4 y las 8 semanas de diabetes. B. Latencias de los potenciales
nervio-gracilis. La latencias del potencial nervio-gracilis no se diferenció entre los dos grupos de ratas
controles mientras que ambos grupos de RDs presentaron latencias significativamente mayores que sus
controles. Los trazos son el promedio de 100 potenciales evocados en una rata control (línea negra) y una
rata diabética de 4 semanas (línea roja), la flecha indica el momento de la estimulación.
A.3. Análisis de la neuropatía diabética central
Los resultados previos indican que el IGF-1 circulante puede modular la
actividad neuronal. Por tanto, en situaciones patológicas como la diabetes, la
disminución de los niveles séricos de IGF-1 podría provocar alteraciones importantes en
el procesamiento de la información sensorial. Con el objetivo de investigar las posibles
alteraciones centrales del funcionamiento del sistema somatosensorial en ratas
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diabéticas, estudiamos los potenciales evocados en la corteza somatosensorial primaria
(SI) por la estimulación del nervio ciático (potencial nervio-corteza, Figura 21 A). De
esta forma analizamos la transmisión de la información somatosensorial en todo su
recorrido, desde el nervio periférico hasta la SI.
El potencial nervio-corteza consistió en una onda positiva bien definida que
cambia de polaridad al introducir el electrodo a mayor profundidad en la corteza. En
concordancia con el incremento de la latencia del potencial nervio-gracilis, las RDs de 4
semana presentaron una latencia mayor del potencial nervio-corteza que sus controles
(controles: 18,64 ± 0,74, N = 10; RDs: 26,94 ± 0,74, N = 14; Figura 21 A). Por el
contrario las RDs de 8 semanas presentaron una recuperación espontánea de latencia de
los potenciales nervio-corteza alcanzando valores similares a los controles (controles:
22,13 ± 1,12, N = 10; RDs: 24,25 ± 0,64, N = 11; Figura 21 A). Reforzando esta
observación el análisis estadístico indica que existe una interacción significativa
(p<0.01) entre el factor “diabetes” y el factor “tiempo post inyección,” indicando que la
diabetes afecta diferencialmente la latencia de los potenciales nervio-corteza en las RDs
de 4 y 8 semanas. Notablemente, esta recuperación espontánea entre las 4 y las 8
semanas se observó en la latencia del potencial nervio-corteza pero no se observa en la
VCNM ni en la latencia del potencial nervio-gracilis, sugiriendo que se origina en la
sección del SNC de la vía somatosensorial; para poner a prueba esta hipótesis
registramos los potenciales evocados en SI por estimulación de los NCP (potenciales
NCP-corteza).
Coincidiendo con las latencias de los potenciales nervio-corteza las latencias de
los potenciales NCP-corteza de las RDs de 4 semanas fueron mayores que la de sus
controles (20,47 ± 1,64, N = 11 en RDs vs. 15,86 ± 0,68, N = 10 en los controles, Figura
21 B) mientras que en las RDs de 8 semanas las latencias de estos potenciales fueron
normales (15,07 ± 0,68, N = 15 en RDs vs. 13,7 ± 0,35, N = 9 en los controles; Figura
21 B) llegando a ser significativamente menores que las latencias de las RDs de 4
semanas. Estos datos sugieren que entre las 4 y las 8 semanas de diabetes existe un
fenómeno de recuperación espontánea de la vía somatosensorial. Alternativamente está
recuperación podría ser producto de un proceso madurativo entre las 4 y las 8 semanas
post-inyección (correspondientes a 4 a 5 mese de edad), el análisis estadístico indica que
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la interacción entre este el factor “tiempo post inyección” y el factor “diabetes” no fue
significativa, lo que no permite descartar esa hipótesis.
Figura 21. Desarrollo de la neuropatía diabética central.
A. Potenciales nervio-corteza. Las latencias fueron mayores en las RDs de 4 mientras que en las RDs de 8
semanas retornaron a valores normales. B. Potenciales NCP-corteza. Al igual que en los potenciales
nervio-corteza las latencias son mayores en las RDs de 4 semanas y no en las RDs de 8 semanas. Incluso
las RDs de 8 semanas tienen latencias menores que las RDs de 4 semanas indicando que las latencias se
modifican espontáneamente en las RDs. ## p < 0,01 comparado con RDs de 4 semanas. Los trazos son el
promedio de 100 potenciales evocados en una rata control (línea negra) y una rata diabética de 4 semanas
(línea roja), la flecha indica el momento de la estimulación.
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A.4. Análisis de la corteza somatosensorial
A.4.1. Amplitud de potenciales evocados
El análisis de los potenciales evocados no solo permite estudiar el
funcionamiento de la transmisión nerviosa midiendo la latencia, también permite
estudiar el estado de la transmisión sináptica. Los picos de los potenciales evocados
reflejan la sumatoria de los potenciales sinápticos que por ser de mayor duración
temporal que los potenciales de acción poseen mayor probabilidad de sumarse
temporalmente para dar una respuesta poblacional. De esta forma la amplitud de los
potenciales evocados es una medida de la cantidad de sinapsis que se activan
sincronizadamente tras la llegada del estímulo.
Para estudiar en mayor profundidad las alteraciones en el sistema
somatosensorial central analizamos las amplitudes de los potenciales nervio-corteza en
ratas controles y diabéticas. Nuestro estudio se centró en ese tipo de potenciales puesto
que poseen la mayor relación amplitud/ruido y la distancia y la cantidad de sinapsis
entre el sitio de estimulación y el de registro hacen que la amplitud dependa en menor
medida de la intensidad de estimulación que los potenciales nervio-gracilis y los
potenciales NCP-corteza. A diferencia de lo observado al estudiar las latencias, la
amplitud de los potenciales nervio-corteza fue similar entre ratas diabéticas y controles
de 4 semanas (Figura 22). Por el contrario en las RDs de 8 semanas la amplitud de los
potenciales disminuyo desde 95,2 ± 8,3 µV en las ratas control (N = 10) hasta 62,6 ± 6,7
µV (N = 11) en las RDs de 8 semanas (Figura 22). Estos resultados sugieren que a las 8
semanas de diabetes y no a las 4 la transmisión sináptica en SI se encuentra alterada.
A.4.2. Análisis por Western Blot
Con el objetivo de profundizar en esta observación realizamos un análisis por
Western blot de los niveles de proteínas relacionadas con la transmisión sináptica.
Comenzamos analizando proteínas relacionadas lo dos principales neurotransmisores
del SNC el GABA y el glutamato. Para estudiar la transmisión GABAérgica medimos
los niveles de GAD6 la enzima responsable de la síntesis de GABA y normalmente
utilizada como marcador del contenido de GABA en el SNC. Los niveles de GAD6 no
se vieron modificados en las ratas RDs de 4 u 8 semanas (Figura 23 A).
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En el siguiente paso estudiamos la transmisión glutamatérgica analizando
niveles de las subunidades GluR2 GluR3 del receptor de AMPA. Los niveles de
GluR2/3 a las 4 semanas de diabetes fueron equivalentes a los controles (Figura 23 C),
por el contrario las RDs de 8 semanas presentaron una marcada disminución en el
contenido de GluR 2/3. Esta reducción no se detectó en los hipocampos del mismo
grupo de ratas indicando que es específica de SI (Figura 23 C). Además los niveles de la
subunidad GluR1 del receptor de AMPA en SI fueron equivalentes a los de los controles
(Figura 23 D).
A continuación estudiamos los niveles de marcadores presinápticos; analizamos
niveles de sinaptofisina y dinamina, ambas localizadas exclusivamente en las terminales
presinápticas donde forman parte del aparato de exocitosis de vesículas sinápticas. Los
niveles de sinaptofisina fueron normales en RDs de 4 y 8 semanas. De la misma forma
los niveles de dinamina en RDs de 8 semanas también fueron normales (Figura 24 A, B)
sugiriendo que la maquinaria presinaptica no se encuentra alterada.
Figura 22. Reducción en la amplitud de los potenciales nervio-corteza.
La amplitud de los potenciales nervio-corteza de las RDs de 4 semanas fue similar a la de los controles
mientras que a las 8 semanas de diabetes se observó una marcada reducción su amplitud. Los trazos son el
promedio de 100 potenciales evocados en RDs de 8 semanas (línea roja) y en controles (línea negra).
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Figura 21. Análisis bioquímico de SI en ratas diabéticas.
A. Los niveles de la enzima responsable de la síntesis de GABA, GAD6, no se encuentran alterados en la
corteza de las RDs de 4 y 8 semanas. B. En la SI de las RDs de 8 semanas existe una reducción del 40 %
de los niveles de las subunidades GluR2/3 del receptor de AMPA. C La reducción de GluR2/3 en la
corteza de las RDs de 8 semanas es específica ya que los niveles de estas proteínas en corteza de RDs de
4 semanas y en hipocampo de RDs de 8 semanas son normales. D. El contenido de la subunidad del
receptor de AMPA GluR1 en las cortezas de las RDs de 4 y 8 semanas es normal indicando que las
alteraciones se limitan a las subunidades GluR2/3.
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Figura 24. Análisis bioquímico de SI en ratas diabéticas.
A. El contenido del marcador presinaptico sinaptofisina no se encuentra modificado en RDs de 4 y 8
semanas. B. De manera similar la cantidad de dinamina, en la SI de las RDs de 8 semanas es normal. C.
Los niveles de la proteína tampón de calcio calbindina se encuentran reducidos en un 36% en la SI de las
RDs de 8 semanas.
La subunidad GluR2 hace al receptor de AMPA impermeable al calcio
(Pellegrini-Giampietro et al., 1997) por lo tanto un descenso en sus niveles puede
indicar un desarreglo en la homeostasis del calcio. Para investigar esta posibilidad
medimos niveles de calbindina una proteína tampón de calcio intracelular. Los niveles
de calbindina en SI de las RDs de 8 semanas se encuentran disminuidos sugiriendo que
existe un desarreglo en la homeostasis del calcio.
A.4.3. Análisis de sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas en SI
El análisis bioquímico indica que existe una disminución de GluR2/3 en SI en
las RDs de 8 semanas que se ven acompañada por niveles normales de proteínas
presinapticas como la dinamina y la sinaptofisina. Estos resultados apuntan a que la
reducción en la amplitud de los potenciales nervio-corteza en las RDs de 8 semanas es
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consecuencia de la cantidad de receptores AMPA postsinapticos. Para explorar en
mayor profundidad esta posibilidad realizamos un análisis morfometrico de botones
sinapticos glutamatergicos y GABAergicos en SI midiendo el área ocupada por perfiles
positivos para GAD6 o para el transportador vesicular de glutamato de tipo 1 (VGlut1)
por inmunofluorescencia. El recuento de los perfiles positivos mostró que no existen
diferencias entre los controles y las RDs de 8 semanas (Figura 25) apoyando la hipótesis
que la reducción de las amplitudes de los potenciales evocados es producto de
alteraciones postsinápticas.
Figura 25. Análisis morfométrico del número de sinapsis en SI de ratas diabéticas.
A Fotografías representativas del marcaje para VGlut1 (sinapsis glutamatérgicas, en verde) y GAD6
(sinapsis GABAérgicas en rojo) en ratas controles y diabéticas. Se muestras botones sinápticos positivos
de capa IV de SI. El análisis contabiliza el porcentaje del aréa ocupada por señal positiva para los dos
marcadores. B. Resultados del recuentro del área cubierta por botones positivos para VGlut1 y GAD6, no
se observaron diferencias entre los controles y las RDs de 8 semanas sugiriendo que no existen
alteraciones en la cantidad de botones sinápticos en SI.
B. Efecto del tratamiento de la neuropatía diabética con IGF-1
Los resultados descritos hasta aquí indican que las alteraciones del sistema
somatosensorial periférico y central asociadas a la diabetes siguen un curso temporal
diferente. Mientras que las alteraciones periféricas representadas por la disminución en
la VCNM y el retraso al potencial nervio-gracilis aparecen a las 4 semanas de diabetes,
las alteraciones centrales, caracterizadas por la disminución de la amplitud del potencial
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nervio-corteza y la alteración en los niveles de receptores de glutamato en SI, aparecen
a las 8 semanas de diabetes. A continuación estudiamos el efecto del tratamiento con
IGF-1 en el desarrollo de las alteraciones centrales y periféricas asociadas a la diabetes.
Para ello se realizamos un tratamiento de 4 semanas de duración entre las 4 y las 8
semanas de diabetes por medio de bombas osmóticas sub-cutáneas. Las bombas sub-
cutáneas producen un flujo constante de 0.25 l/hora la concentración de IGF-1 la
ajustamos para lograr una dosis de 50 g/kg.día.
El tratamiento con IGF-1 revirtió la disminución en la VCNM y el aumento de la
latencia de los potenciales nervio-gracilis. Por su parte las latencias de los potenciales
nervio-corteza y NCP-corteza, que no se encontraban afectados en las RDs de 8
semanas, no fueron modificadas por el tratamiento con IGF-1, al igual que el número de
perfiles positivos para GAD6 y VGlut-1. La administración de IGF-1 no previno la
disminución en la amplitud del potencial nervio-corteza ni la disminución del contenido
de GluR2/3 en SI (Figura 26). Finalmente ninguno el tratamiento con IGF-1 revirtió la
hiposensibilidad térmica de las RDs. Estos resultados en conjunto indican que el IGF-1
mejora las alteraciones somatosensoriales asociadas a la diabetes actuando en el sistema
nervioso periférico. Por otra parte indican que las alteraciones centrales y periféricas
una vez iniciadas son independientes entre si. Los resultados del tratamiento con IGF-1
se hallan resumidos en la Tabla 7 y en la figura 26.
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Figura 24. Efecto del tratamiento con IGF-1 en la depleción de GluR2/3 en SI.
El gráfico ilustra los niveles de GluR 2/3 en SI de RDs de 8 semanas y RDs de 8 semanas tratadas con
IGF-1. El tratamiento con IGF-1 no previno las disminución en los niveles de GluR 2/3 (64 % en RDs N
= 5, 65% en RDs + IGF-1, N = 6). C, D e I en la figura significan controles, RDs 8 semanas y RDs de 8
semanas tratadas con IGF-1 respectivamente.
Tabla 7. Efectos del IGF-1 en las alteraciones somatosensoriales centrales y periféricas










































Los valores son expresados como media normalizadas ± SEM. Los datos de los controles y las diabéticas de 8
semanas son tomados de las otra figuras; p: significancía estadística entre los grupos “diabéticas 8 semanas” y






Las acciones del IGF-1 circulante en sangre sobre el SNC fueron caracterizadas
hace más de dos décadas cuando fue identificado como el responsable de inhibir la
liberación de hormona de crecimiento actuando sobre las neuronas hipotalámicas
somatostatinérgicas (Berelowitz et al., 1981). Actualmente las evidencias sobre los
efectos del IGF-1 en el cerebro han ido aumentando permitiendo que sea reconocido
como una potente factor neurotrófico con acciones pleiotrópicas en el SNC (Aberg et al.,
2006; Carro y Torres-Aleman, 2006). No obstante las diferencias existentes entre las
acciones del IGF-1 sintetizado dentro del SNC y el IGF-1 circulante en sangre no han
sido comprendidas. En el presente trabajo hemos estudiado la fisiología del IGF-1
centrándonos en los efectos del IGF-1 circulante en sangre sobre el sistema nervioso.
Nuestros resultados indican que la carencia de IGF-1 sérico en los ratones LID
altera la plasticidad sináptica en el giro dentado del hipocampo debido a un desarreglo
de la transmisión sináptica excitatoria e inhibitoria sobre las neuronas granulares. Estas
alteraciones son acompañadas de niveles normales de IGF-1 en el hipocampo. Para
explicar estas observaciones planteamos un modelo en el cual la entrada de IGF-1 de la
sangre al SNC se encuentra acoplada a incrementos localizados de la actividad neuronal.
Este modelo parece cumplirse en protocolos de estimulación eléctrica de vías aferentes
al cerebelo y a la corteza somatosensorial de barriles.
En la segunda parte estudiamos los posibles efectos terapéuticos del tratamiento
con IGF-1 en la neuropatía diabética central y periférica. En esta patología los niveles
de IGF-1 disminuyen por lo que puede provocar una alteración funcional en el Sistema
Nervioso Central. Sin embargo, nuestros los resultados demuestran que el tratamiento
con IGF-1 solo revierte las alteraciones periféricas y no las centrales, revirtiendo las
alteraciones en la percepción térmica. Además, los datos obtenidos sugirieren que las
alteraciones centrales y periféricas una vez desarrolladas son independientes entre si.
En resumen, la primera parte de este trabajo demuestra que el IGF-1 circulante
en sangre es un modulador de la fisiología del sistema nervioso, aportando además un
mecanismo por el cual una neuro-hormona circulante en sangre puede tener efectos
localizados tanto espacial como temporalmente. En tanto que la segunda parte aporta
información sobre el desarrollo de la neuropatía diabética e indica que la administración




A. Plasticidad sináptica en ratones carentes de IGF-1 hepático
El descubrimiento del IGF-1 se produjo en el marco de la descripción de los
mecanismos por los cuales la adenohipófisis controlaba el crecimiento corporal. Su
caracterización condujo a la postulación de la hipótesis de las somatomedinas
(Daughaday et al., 1972). Esta hipótesis sostenía que la hormona de crecimiento (GH)
liberada por la adenohipófisis inducía la producción y liberación de IGF-1 por el hígado
siendo este el responsable del crecimiento de músculos, huesos y demás órganos.
Posteriormente la caracterización de la síntesis local de IGF-1 en prácticamente todos
los órganos (Roberts et al., 1987) amplió la hipótesis de las somatomedinas original
incluyendo la posibilidad adicional que el IGF-1 fuese sintetizado localmente en
respuesta a hormona de crecimiento y actuase parácrina o autócrinamente.
La creación de los ratones LID (Yakar et al., 1999) fue un hito crucial en el
debate acerca del IGF-1 endócrino vs el autócrino/parácrino. Los ratones LID
presentaban niveles indetectables de RNA mensajero de igf-1 en hígado mientras que en
el resto de los órganos la síntesis de IGF-1 era normal. En consecuencia los ratones LID
presentaban una reducción del 60-75 % de los niveles circulantes de IGF-1 y un
incremento de 4 veces en los niveles de GH. A pesar de los niveles bajos de IGF-1 en
sangre el crecimiento y el tamaño corporal de los ratones LID era normal. Así Yakar et
al. (1999) demostraron en un solo experimento que la mayor parte del IGF-1 circulante
provenía del hígado y que el crecimiento corporal no dependía de la presencia de
niveles normales de IGF-1 plasmático. Posteriormente, los experimentos realizados en
los ratones LID demostraron que a pesar de tener un crecimiento y tamaño corporal
normal, los ratones LID poseían múltiples alteraciones como hiperinsulinemía,
insensibilidad a insulina en músculo (Yakar et al., 2001), y alteraciones en la
hematopoiesis (Welniak et al., 2004). Además, los trabajos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que los ratones LID poseen alteraciones en la fisiología
cerebral como amiloidosis prematura (Carro et al., 2002) y disminución en la
angiogenesis en respuesta a ejercicio (Lopez-Lopez et al., 2004).
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Nuestros resultados amplían las observaciones realizadas en los ratones LID
demostrando que poseen deficiencias en la LTP del giro dentado del hipocampo. La
falta de LTP de los ratones LID se ve acompañada por deterioro en el aprendizaje
asociativo espacial, atrofia del giro dentado y disminución de la cantidad de botones
sinápticos glutamatérgicos pero no de los botones sinápticos GABAérgicos (Trejo et al.,
2007 en prensa. Estas alteraciones parecen estan limitadas al giro dentado del
hipocampo ya que la LTP en la corteza SI y en la región CA1 del hipocampo es normal.
Este efecto región-especifico podría ser consecuencia de los efectos diferenciales del
IGF-1 en la modulación de la excitabilidad neuronal en las distintas zonas cerebrales. El
IGF-1 modula las propiedades electrofisiológicas de las neuronas de manera diferente
dependiendo la región cerebral estudiada. Así el IGF-1 incrementa de manera aguda las
corrientes de calcio de tipo “L” y no las de tipo “N” en neuronas granulares del cerebelo
y piramidales del hipocampo (Bence-Hanulec et al., 2000)mientras que solamente
modula las corrientes de calcio tipo “N” en la corteza motora (Shan et al., 2003);
disminuye la excitabilidad de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (Hawkes
et al., 2006)e incrementa la excitabilidad en los núcleos del cordón posterior por el
bloqueo de corrientes de potasio (Nuñez et al., 2003); también en los núcleos del cordón
posterior incrementa la amplitud de los potenciales sinápticos glutamatérgicos mientras
que en el cerebelo tiene el efecto contrario (Wang y Linden, 2000).
Nuestros resultados apuntan a que la deficiencia en la LTP de los ratones LID se
relaciona con efectos tróficos del IGF-1 y no con sus efectos agudos como modulador
de la excitabilidad neuronal. Primeramente en las rodajas de hipocampo la falta de LTP
se observa en un ambiente libre del IGF-1 de la sangre tanto para las rodajas control
como para las de los animales LID; en segundo lugar, si se agrega IGF-1 a la solución
de registro la amplitud de los potenciales sinápticos no se modifica. Por otra parte, la
facilitación por pulsos pareados de los ratones LIDs no se encuentra alterada. En cambio,
el número de botones sinápticos glutamatérgicos se encuentra reducido y se revierte, al
igual que la falta de LTP, por el tratamiento crónico con IGF-1 (Trejo et al., 2007 en
prensa), sugiriendo que la cantidad de terminales presinápticas se encuentra alterada
pero no así su funcionamiento. Todos estos resultados son compatibles con un modelo
en el que la falta de LTP se origina por una alteración en la relación entre la entrada
excitatoria e inhibitoria al giro dentado, por la falta crónica de IGF-1 circulante.
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Es importante notar que el bloqueo de la transmisión GABAérgica revierte la
falta de LTP en las rodajas de los ratones LID, indicando que estas poseen la capacidad
de desarrollar LTP en el giro dentado del hipocampo. Por otra parte bloquear la
transmisión inhibitoria después de la estimulación tetánica no modificó la pendiente del
potencial sináptico (Figura 5), la falta de un efecto retrogrado de los bloqueantes
GABAérgicos descarta la existencia de una “LTP inhibitoria” enmascarando la LTP de
las sinapsis excitatorias. La información poblacional brindada por el registro de
potenciales sinápticos de campo no descarta que en condiciones basales, existan sinapsis
que desarrollen LTP y que no son detectadas por ser una minoría. Continuar estos
estudios combinando registros intracelulares con registros poblacionales podría aclarar
esta posibilidad y al mismo tiempo dar información más concreta sobre la cantidad de
sinapsis glutamatérgicas de las neuronas granulares de los ratones LID por medio de la
medición de la frecuencia de potenciales sinápticos espontáneos.
Las alteraciones observadas en la LTP de los ratones LID así como la
disminución en la cantidad de botones glutamatérgicos parecen manifestarse de manera
específica en el giro dentado del hipocampo, una de las pocas zonas del SNC que posee
neurogenesis en la edad adulta (Gage, 2002), sugiriendo la existencia de un vínculo
entre la neurogenesis y la falta de LTP en este modelo. Esta correlación se ve reforzada
por la relación existente entre el IGF-1 y la neurogenesis; el tratamiento con IGF-1
induce la formación de nuevas neuronas en el giro dentado (Aberg et al., 2000)y en el
bulbo olfativo (Pixley et al., 1998); además el IGF-1 circulante es responsable de la
neurogenesis inducida por ejercicio físico (Trejo et al., 2001). Finalmente, se ha
demostrado que los ratones LID poseen alteraciones en la supervivencia de las nuevas
neuronas generadas en el hipocampo (Llorens-Martín et al. no publicados).
En el giro dentado del hipocampo las nuevas neuronas se incorporan al circuito
neuronal siguiendo un patrón en el cual primero se forman las sinapsis inhibitorias y
posteriormente las excitatorias y este patrón no responde a la presencia de receptores en
la neurona postsinaptica sino su inervación por los axones aferentes (Esposito et al.,
2005). Así, la combinación de la disminución de la supervivencia de las nuevas
neuronas y su patrón de incorporación al circuito hipocampal podría explicar las
alteraciones en la LTP de los ratones LID. La disminución en la supervivencia de las
nuevas neuronas transformaría la población de neuronas granulares del giro dentado
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disminuyendo la proporción de neuronas totalmente maduras que poseen inervación
tanto inhibitoria como excitatoria a favor de la población de neuronas inmaduras que no
han formado contactos excitatorios (Figura 27). Nuevamente esta hipótesis predice que
si se estudiasen individualmente las neuronas granulares por medio de registros
intracelulares una proporción de ellas presentaría LTP.
Alternativamente la disminución en el número de sinapsis glutamatergicas
podría ser consecuencia de los efectos del IGF-1 como factor trófico necesario para el
mantenimiento de las sinapsis. Esta acción del IGF-1 ha sido demostrada durante el
desarrollo en la corteza SI (Gutierrez-Ospina et al., 1996; Niblock et al., 2000)cerebelo
(Fukudome et al., 2003), núcleo hipogloso e hipocampo (O'Kusky et al., 2000) y
durante la madurez en CA3 (Poe et al., 2001) y unión neuromuscular (Payne et al.,
2006) . Sin embargo los datos publicados sobre el efecto sinaptogénico del IGF-1 en el
giro dentado indican que es consecuencia de su efecto como inductor de la neurogenesis
ya que la sobre-expresión de IGF-1 en el cerebro produce un incremento en el número
de sinapsis y de neuronas en el giro dentado pero la relación entre el número de sinapsis
y el de neuronas es normal (O'Kusky et al., 2000) indicando que el incremento en el
número de sinapsis es atribuible al mayor número de neuronas. Esta observación
también se cumple en los ratones LIDs, donde la relación entre el número de neuronas
granulares y el número de sinapsis en los ratones LIDs es normal (Trejo et al., 2007 en
prensa).
Las alteraciones cognitivas y de la plasticidad sináptica observadas en los
ratones LID coinciden con los trabajos publicados relacionando el IGF-1 con el
aprendizaje hipocampal. El bloqueo del receptor de IGF-1 en el plexo coroideo es
suficiente para inducir un déficit cognitivo (Carro et al., 2005) y la administración de
IGF-1 revierte las deficiencias en el aprendizaje producidas por la diabetes (Lupien et
al., 2003) y el envejecimiento (Aleman et al., 1999). Asimismo el IGF-1 revierte las
alteraciones en la plasticidad sináptica a corto plazo asociada al envejecimiento
(Ramsey et al., 2004) y es responsable de la mejora cognitiva inducida por el ejercicio
físico (Ding et al., 2006)
Es de destacar que mientras que los niveles de IGF-1 de los ratones LID son
bajos, los de GH se encuentran elevados (Yakar et al., 1999). Existen numerosos
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trabajos relacionando positivamente los niveles de GH con funciones cognitivas y
plasticidad sináptica (Drago et al., 1996; Mahmoud y Grover, 2006; Schneider-Rivas et
al., 1995) parte de estos efectos podrían ser atribuibles a los cambios en los niveles de
IGF-1 inducidos por la GH ya que en el modelo de ratones LID, en el que la relación
entre los niveles de las dos hormonas se haya interrumpida, el aprendizaje y la




Figura 27: relación hipotética entre las alteraciones en la neurogenesis en los ratones LID y sus
alteraciones en la plasticidad sináptica. “1”. Las nuevas neuronas formadas en el giro dentado del
hipocampo antes de alcanzar su madurez forman sinapsis inhibitorias. “2” La formación de sinapsis
excitatorias se da únicamente al alcanzar la madurez. Los ratones LID poseen una disminución en la
supervivencia de las nuevas neuronas que conlleva una atrofia del giro dentado y una disminución de la
cantidad de neuronas maduras. Como consecuencia de eso la relación existente entre la cantidad de
contactos excitatorios e inhibitorios en el circuito del giro dentado se ve alterada resultando en
deficiencias en la LTP (Esposito et al., 2005).
. Por lo tanto nuestros resultados demuestran que la reducción en los niveles
circulantes de IGF-1 en los ratones LID trae aparejada alteraciones de la plasticidad
sináptica específicamente en el giro dentado que probablemente se relacionen con
alteraciones en la neurogenesis y el aprendizaje.
B. Captación de IGF-1 acoplada a la actividad eléctrica
Las alteraciones en el hipocampo observadas en los ratones LID se ven
acompañadas por niveles normales de IGF-1 en el hipocampo tanto de proteína como
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RNA mensajero, indicando que la síntesis local y el contenido total de IGF-1 en el
hipocampo son normales. Si los niveles de IGF-1 en el hipocampo dependiesen
exclusivamente de la síntesis local estas observaciones serían totalmente esperables. Sin
embargo aunque indirectos varios resultados indican que el IGF-1 proveniente de la
sangre realiza un aporte significativo al IGF-1 total del cerebro, contradiciendo esa
explicación: el ejercicio físico incrementa los niveles cerebrales de IGF-1 (Carro et al.,
2000), y este incremento es dependiente de la entrada de IGF-1 desde la sangre ya que
es bloqueado por la administración de un anticuerpo contra IGF-1 (Trejo et al., 2001);
asimismo el bloqueo de la entrada de IGF-1 a través del plexo coroideo reducen los
niveles de IGF-1 en LCR (Carro et al., 2005). Además, un trabajo reciente ha
demostrado que en el modelo de ratón enano “Ames”, que posee niveles reducidos de
GH e IGF-1, los niveles de IGF-1 en el hipocampo no sólo no se encuentran reducidos
sino que se encuentran incrementados y, al igual que en los ratones LID, la síntesis local
de IGF-1 es normal (Sun et al., 2005). De la misma forma, nuestros resultados también
sugieren que el IGF-1 de la sangre realiza un aporte principal al IGF-1 total del
hipocampo ya que observamos que después de 48 horas o 10 días de administración de
IGF-1 humano, este es detectable en el hipocampo indicando que el IGF-1 proveniente
de la sangre se encuentra normalmente en el cerebro.
En este contexto en el que el IGF-1 circulante realiza un aporte significativo al
IGF-1 total del cerebro, los niveles normales de IGF-1 en el hipocampo de los ratones
LIDs pueden ser interpretados como la consecuencia de una mayor captación de IGF-1
desde la sangre. Para poner a prueba esta explicación, especulamos que si un descenso
en los niveles circulantes de IGF-1 produce un incremento en la captación de IGF-1, la
situación opuesta, un incremento en los niveles circulantes podría conducir a un
descenso de la entrada de IGF-1 al cerebro. Nuestros resultados apoyan esta última
hipótesis ya que la cantidad de IGF-1 humano en el hipocampo diminuye entre las 48
horas y los 10 días de tratamiento, mientras que los niveles en suero se mantienen
constantes. Acompañando la caída en los niveles de IGF-1 humano, los niveles de IGF-
1 endógeno en el hipocampo también disminuyen como cabría esperar si la entrada de
IGF-1 desde la sangre se redujese. Actualmente no poseemos un ensayo para poder
estimar los niveles totales de IGF-1 (endógeno + exógeno) y la comparación de los
valores absolutos de los ensayos de ELISA de IGF-1 humano y endógeno no es válida,
pero un corolario a los resultados obtenidos es que los niveles totales de IGF-1 en el
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hipocampo a los 10 días de tratamiento deberían ser similares a los niveles previos al
tratamiento (Figura 28).
Figura 28: Esquema hipotético para explicar el comportamiento de los niveles cerebrales de IGF-1 de la
Figura 10. Al comienzo del tratamiento los niveles de IGF-1 de suero aumentan y posteriormente se
mantienen constantes. Al aumentar los niveles de IGF-1 en suero aumentan también los niveles en el
hipocampo, sin embargo entre las 48 horas y los 10 días de tratamiento volverían a los niveles normales.
Este descenso sería consecuencia de una menor captación del IGF-1 de la sangre. Así al analizar los
niveles de IGF-1 exógeno se observaría un descenso neto. De la misma forma al disminuir la captación de
IGF-1 de la sangre ser reduciría la cantidad de IGF-1 endógeno en el hipocampo ya que este también
proviene de la sangre.
La reducción o el aumento en los niveles centrales de IGF-1 puede ser
consecuencia de la disminución o aumento de su captación desde la sangre;
alternativamente podría producirse por alteraciones en la expresión o localización de las
IGFBPs cerebrales. Las IGFBPs son un factor central para la disponibilidad y
localización de IGF-1 y han sido postuladas como un mecanismo de modulación de los
efectos del IGF-1 en el cerebro (Walter et al., 1999). En condiciones normales el IGF-1
circula en sangre unido a la IGFBP3 y la ALS, este complejo molecular incrementa su
vida media (Guler et al., 1989; Pan y Kastin, 2000) y forma un reservorio constante de
IGF-1 en sangre. La importancia de las IGFBPs en la modulación del IGF-1 se ve
demostrada en el ratón KO de la ALS que posee una disminución de la concentración de




















2000). Por lo tanto las IGFBPs son un factor crucial para determinar la localización y
disponibilidad del IGF-1 (Silha y Murphy, 2002).
En condiciones normales las IGFBPs más expresadas dentro del SNC de los
roedores son las 2, 4 y 5. Su patrón de expresión sugiere que existen funciones
específicas asociadas a cada tipo de IGFBP, ya que existen regiones específicas de
fuerte expresión para cada una de ellas, el plexo coroideo para IGFBP2 el giro dentado
del hipocampo para IGFBP5 y CA1 del hipocampo para IGFBP4 (Allen brain atlas
2007: http://www.brainatlas.org/aba/). La sobre-expresión de las IGFBPs 1, 2, 5 y 6 en
el cerebro retarda su desarrollo presumiblemente inhibiendo la activación del IGF-1R
(D'Ercole et al., 1994; Hoeflich et al., 2001; Salih et al., 2004), la sobre-expresión de
IGFBP6 conduce a alteraciones en la homeostasis energética (Bienvenu et al., 2005) y
alteraciones en la expresión de IGFBP2 has sido relacionados con la etiología del
trastorno bipolar (Bezchlibnyk et al., 2007) y la esclerosis múltiple (Chesik et al., 2006;
Chesik et al., 2004). Por lo tanto la modulación de la expresión de IGFBPs podría ser un
mecanismo posible para modular los niveles centrales de IGF-1 y compensar las
variaciones en los niveles circulantes.
Los niveles normales de IGF-1 en el hipocampo de los ratones LIDs indican que
sus deficiencias no son atribuibles a un descenso crónico en los niveles IGF-1 en el
hipocampo. Sin embargo dado que la administración crónica de IGF-1 revierte todas las
alteraciones observadas en los ratones LID, los niveles bajos de IGF-1 en sangre pueden
ser considerados la causa primaria de todas estas disfunciones. En consecuencia, nos
encontramos frente a una situación en la cual los niveles hipocampales de IGF-1 no son
un parámetro relacionado con la función hipocampal mientras que los niveles séricos si
lo son. Para explicar estos resultados planteamos un modelo en el cual la entrada de
IGF-1 al cerebro se modula espacial y temporalmente en función de la actividad
neuronal (Figura 29).
Nuestros resultados indican que la activación de las vías aferentes al cerebelo y
la corteza somatosensorial incrementan la entrada de IGF-1 específicamente en las
zonas estimuladas. En corteza somatosensorial de barriles este aumento se observa
cuando se estimulan las vibrisas a 2 Hz y no a 5 Hz coincidiendo con la actividad
sináptica en las neuronas corticales que se deprime a frecuencias superiores a 2 Hz
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(Castro-Alamancos, 2004; Chung et al., 2002). La captación de IGF-1 observada por
medio de inmunohistoquímica coincide con la somatotopía de la vía sensitiva de las
vibrisas observándose en la corteza y en el núcleo tálamico VPM contralateral al sitio de
estimulación. Por lo tanto nuestros resultados sugieren que el incremento en la actividad
neuronal aumenta la captación de IGF-1 proveniente de la sangre.
Los trabajos realizados en el laboratorio hasta el momento han demostrado que
la entrada al cerebro del IGF-1 proveniente de la sangre puede suceder a través del
plexo coroideo (Carro et al., 2000; Carro et al., 2006a; Carro et al., 2006b). Sin embargo
los receptores de IGF-1 están presentes en las células endoteliales y en los pies
astrocíticos que los rodean (Garcia-Segura et al., 1997), sugiriendo que el IGF-1
también podría entrar al cerebro a través de endotelio como ha sido sugerido por otros
estudios (Pan y Kastin, 2000; Reinhardt y Bondy, 1994). Dos evidencias en nuestros
resultados sugieren que la entrada de IGF-1 acoplada a actividad neuronal podría
producirse a través de esta vía. Primeramente los niveles de IGF-1 en el LCR de los
animales estimulados y no estimulados en las vibrisas son similares, segundo la
inyección i.c.v elimina las diferencias en la concentración de IGF-1 en la corteza de
barriles entre los animales estimulados y no estimulados
Si la entrada de IGF-1 acoplada a actividad neuronal se produjese a través del
endotelio de los capilares cerebrales, esta podría estar relacionada con la hiper-hemia
funcional (Harder et al., 1998). Se denomina así el proceso por el cual se incrementa el
flujo sanguíneo en respuesta al aumento de la actividad neuronal y que es el fundamento
del las técnicas modernas de imagen cerebral como la resonancia magnética funcional
(Lauritzen y Gold, 2003).
Tradicionalmente la hiper-emia funcional ha sido interpretada como una
respuesta destinada aumentar la llegada de oxigeno y glucosa a través de los capilares
cerebrales en respuesta al incremento en la actividad metabólica en zonas de mayor
actividad neuronal. Sin embargo actualmente se encuentra establecido que aunque
exista una correlación entre el aumento en el consumo de glucosa y oxígeno y el
aumento de flujo sanguíneo en zonas de mayor actividad neuronal; esta correlación no
implica causalidad ya que estos procesos pueden desacoplarse (Lauritzen, 2005). Por lo
tanto, un posible mecanismo para explicar la entrada de IGF-1 en respuesta al
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incremento de la actividad neuronal es que esta sea consecuencia del aumento del flujo
sanguíneo por la hiper-emia funcional. Para poner a prueba esta hipótesis sería
necesario inhibir la hiper-emia funcional, bloqueando por ejemplo la producción de
oxido nítrico y evaluar si la entrada de IGF-1 acoplada a actividad eléctrica se sigue
produciendo.
Figura 29: En el estado basal la entrada de IGF-1 a través de la barrera hematoencéfalica es
prácticamente indetectable. Al incrementarse la actividad neuronal se incrementa el flujo sanguíneo
cerebral local y se incrementa la entrada de IGF-1 en las zonas activadas. Este incremento en la entrada
puede ser consecuencia directa del aumento en el flujo sanguíneo o puede estar se independiente de este,
actualmente no podemos discriminar entre estas dos posibilidades. BBB, barrera hematoencefálica.
Como se ha comentado, la entrada de IGF-1 al cerebro se incrementa en
respuesta al ejercicio físico (Carro et al., 2000). Sin embargo hasta el momento este es
el único paradigma de aumento de la entrada de IGF-1 al cerebro del que hayamos
tenido conocimiento. El ejercicio físico como paradigma posee un espectro demasiado
amplio de acciones como para brindar información precisa sobre cual es la causa del
incremento de la entrada de IGF-1 al cerebro. El ejercicio incrementa los niveles
circulantes de IGF-1 (Hornum et al., 1997; Schwarz et al., 1996), la circulación
sanguínea cerebral (Gillespie et al., 1997; Ide y Secher, 2000), la actividad neuronal en
corteza e hipocampo (Nishijima y Soya, 2006; Nybo y Secher, 2004) y la concentración
en sangre de múltiples hormona y metabolitos (Mastorakos y Pavlatou, 2005).
Por lo tanto existía la posibilidad de que el aumento de la captación de IGF-1
fuese una particularidad del ejercicio físico que no se observase con ningún otro
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paradigma. Nuestros resultados generan una posibilidad alternativa en la que el
mecanismo general de captación de IGF-1 es por el incremento de la actividad neuronal
y el ejercicio físico es un caso particular de incremento en la actividad neuronal.
El papel neuroprotector del IGF-1 ha sido ampliamente estudiado (Aberg et al.,
2006; Carro y Torres-Aleman, 2006; Russo et al., 2005). El descenso en los niveles
cerebrales y circulantes de IGF-1 han sido relacionado con el deterioro de las funciones
cognitivas asociadas al envejecimiento, particularmente los trabajos realizados en
nuestro laboratorio demostraron una relación causal entre la alteración de la entrada de
IGF-1 al cerebro y el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Carro et al., 2005;
Carro et al., 2006a; Carro et al., 2006b). Tanto el ejercicio físico como la actividad
intelectual han sido relacionados con una menor incidencia de Alzheimer y un mejor
desempeño cognitivo en la senescencia (Cotman y Berchtold, 2002; Kramer et al.,
2006).
La relación existente entre el ejercicio físico y el aumento en la actividad de
factores neurotróficos como el IGF-1 (Lanfranco et al., 2003; Trejo et al., 2002), el
BDNF (Gomez-Pinilla et al., 2002) y el bFGF2 (Kleim et al., 2003), ya ha sido
planteada como una posible explicación de sus efectos beneficiosos. El mecanismo de
captación de IGF-1 acoplado a actividad neuronal sugiere que la relación entre la
actividad intelectual y la prevención de alteraciones neurológicas asociadas a la vejez
(Churchill et al., 2002) también podría estar relacionada con la entrada de factores
tróficos circulantes. Esta especulación aunque arriesgada dada la gran cantidad de
factores culturales relacionados con la salud que acompañan la “actividad intelectual” es
plausible de ser puesta a prueba en modelos animales. Recientemente se ha publicado
un trabajo relacionando estos dos aspectos; en él se reporta que la mejora en la
recuperación de la lesión medular asociada al enriquecimiento ambiental en ratas, es
dependiente de IGF-1 (Koopmans et al., 2006). Dado que el enriquecimiento ambiental
tras la lesión medular no incluye un componente de ejercicio físico este hallazgo podría
estar relacionado con el incremento en la actividad “neural” asociada al protocolo
(Koopmans et al., 2006).
Los efectos del IGF-1 circulante en sangre sobre el sistema nervioso coinciden
con el modelo de transmisión volumétrica postulado en la década de los 80 (Agnati y
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Fuxe, 1990; Agnati et al., 1986). Este modelo postula que sumado a la transmisión
sináptica tradicional, existe mecanismos de transmisión de la información asociados a la
difusión espacial de moléculas en distancias mayores que el espacio sináptico; los
elementos básicos para que se produzca la trasmisión volumétrica son:
 Una fuente de la señal que vaya a transmitir volumétricamente que la
libere en el espacio extracelular o en el torrente sanguíneo o en el espacio
linfático.
 Un espacio de difusión de la molécula señalizadora que sea mayor que la
brecha sináptica.
 Un canal de transmisión que intervenga en la difusión de la molécula
señalizadota.
 Una célula o grupo celular que actúen como receptores de la molécula
señalizadora y sean afectados por esta.
La transmisión de la mayoría de los neuromoduladores liberados por terminales
nerviosas en el SNC como la dopamina (Fuxe et al., 2006; Pickel et al., 2002), la
serotonina ((Hentall et al., 2006; Zhou et al., 1998) la acetilcolina (Crespo et al., 2006;
Descarries et al., 1997), los opioides (Elde et al., 1995; Fuxe et al., 2005), o la
noradrenalina (Antonopoulos et al., 2004), cumplen los requisitos para que su
transmisión pueda ser considerada volumétrica ya que el sitio de liberación no se
encuentra en yuxtaposición con sus receptores. Asimismo factores circulantes en sangre
entran al SNC y se trasmiten de manera volumétrica, hormonas como la prolactina
(Kruger et al., 2006), la leptina (Zlokovic et al., 2000), los estrogenos; por su parte
moléculas pro-inflamatorias como la IL-1 (Konsman et al., 2000; Vitkovic et al., 2000)
entran al SNC a través del plexo coroideo y activan áreas cerebrales distantes de manera
volumétrica. Incluso sin los resultados presentados aquí, el IGF-1 cumpliría los
requisitos como para ser considerado una molécula que actúa de manera volumétrica ya
que se libera al torrente sanguíneo; entra al SNC a través del canal del plexo coroideo de
manera dependiente de su receptor y de megalina (Carro et al., 2005) y activa su
receptor en neuronas de múltiples áreas cerebrales (Carro et al., 2000), No obstante la
captación acoplada a actividad neuronal, da una especificidad espacial y temporal a la
entrada de IGF-1 y esto brinda un contexto más general para explicar bajo que
circunstancias el IGF-1 ejercería la gran cantidad de efectos que se le han atribuido.
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La relación entre la actividad neuronal y la modulación del IGF-1 ha sido muy
poco estudiada. Pero estudios realizados en nuestro laboratorio adminstrando IGF-1 in
vivo, demostraron que este inducía un incremento en la actividad neuronal en cerebelo
(Carro et al., 2000)y en los núcleos del cordón posterior, (Nuñez et al., 2003) donde
incrementaba el campo receptivo de las neuronas por medio del bloqueo de corrientes
de potasio de tipo “A”. También, trabajos anteriores (Castro-Alamancos y Torres-
Aleman, 1993) demostraron que la estimulación eléctrica del núcleo del tronco cerebral
de la oliva inferior inducía la liberación de IGF-1 en el cerebelo y que este IGF-1
inhibía la liberación de GABA inducida por la administración de glutamato en la
corteza cerebelosa sugiriendo que el IGF-1 podría inducir LTD en el cerebelo. Trabajos
sucesivos demostraron que el IGF-1 sintetizado en la oliva inferior era necesario para la
adquisición de un aprendizaje asociativo dependiente del cerebelo (Castro-Alamancos y
Torres-Aleman, 1994) y. confirmaron que el IGF-1 inducía LTD en cerebelo (Wang y
Linden, 2000). Simultáneamente se demostró el IGF-1 inyectado en la oliva inferior era
captado por las neuronas de la oliva, transportado anterógradamente y liberado en la
corteza cerebelosa (Nieto-Bona et al., 1993), dejando abierta la posibilidad de que el
IGF-1 proveniente de las neuronas de la oliva inferior y liberado en la corteza
cerebelosa sea tanto sintetizado por ellas como captado, probablemente del torrente
sanguíneo. Otros trabajos relacionando la actividad neuronal con el sistema del IGF-1
han demostrado que la expresión de IGFBP2 se induce en la corteza visual por la
“experiencia visual” (Tagawa et al., 2005) o por la despolarización en la corteza
somatosensorial, por un mecanismo dependiente de receptores de NMDA (Holmin et al.,
2001). Asimismo la estimulación eléctrica de los nervios periféricos induce la
activación de la diana canónica del la vía de señalización del IGF-1, la proteín quinasa
akt, en el núcleo de la raíz dorsal (Pezet et al., 2005).
Por lo tanto aunque poco desarrolladas, existen múltiples evidencias indicando la
relación entre el sistema de IGF-1 y la actividad neuronal, experimentos futuros
aportarán información sobre la trascendencia de la entrada de IGF-1 acoplada a




A. Análisis de la neuropatía diabética central y periférica
Tradicionalmente la neuropatía diabética ha sido catalogada como un síndrome del
sistema nervioso periférico (Greene et al., 1992; Said, 1983; Sima y Sugimoto, 1999;
Sugimoto et al., 2000). No obstante en tiempos recientes las alteraciones en el SNC que
acompañan a la diabetes, englobadas bajo el término de encefalopatía diabética (Gispen
y Biessels, 2000; Sima, 2004) han sido estudiadas en mayor profundidad (Biessels y
Gispen, 2005; Gispen y Biessels, 2000; Trudeau et al., 2004; Tun et al., 1990) aunque
su origen no se ha entendido bien (Biessels y Gispen, 2005). La mayor parte de estos
trabajos se han centrado en la caracterización de las alteraciones cognitivas y de la
memoria asociadas a la diabetes (Biessels et al., 2002), dejando a un lado el estudio de
las alteraciones del funcionamiento del sistema somatosensorial dentro del SNC (Chen
y Pan, 2002; Emerick et al., 2005). Nuestro trabajo se centró en el estudio de las
alteraciones del sistema somatosensorial central y periférico en etapas tempranas de la
diabetes y el efecto del tratamiento con IGF-1 sobre ellas.
Los resultados presentados en este estudio demuestran la existencia de múltiples
alteraciones en el sistema somatosensorial central en etapas tempranas de la diabetes.
Estos cambios aparecen simultáneamente con las deficiencias en el sistema
somatosensorial periférico. Los cambios en el sistema somatosensorial durante las
primeras 4 semanas de diabetes se caracterizaron como: hiposensibilidad térmica,
reducción en la VCNM e incremento en las latencias de los potenciales evocados
nervio-gracilis, nervio-corteza y DCN-corteza. Entre las 4 y las 8 semanas de diabetes la
reducción en la VCNM se mantuvo estable al tiempo que las latencias de los potenciales
evocados del SNC vuelven a valores similares a sus controles. A las 8 semanas de
diabetes encontramos una reducción de las amplitudes de los potenciales nervio-corteza
acompañada de una caída en los niveles de las subunidades del receptor de AMPA GluR
2 y 3 y de la proteína tampón de calcio calbindina, sugiriendo que la transmisión
sináptica y la homeostasis del Ca2+ podrían verse alteradas en SI durante la diabetes. El
tratamiento con IGF-1 revirtió las deficiencias periféricas pero no las deficiencias
centrales sugiriendo que ambas alteraciones una vez desarrolladas son independientes.
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En nuestro trabajo las ratas diabéticas desarrollaron hiposensibilidad térmica a las
4 semanas de diabetes incrementándose el número de ratas “hiposensibles” a las 8
semanas. Los estudios realizados previamente estudiando la sensibilidad térmica de las
ratas diabéticas reportan resultados contradictorios observándose tanto hiposensibilidad
como hipersensibilidad térmica (Cameron et al., 2001; Chu et al., 1986; Fox et al.,
1999). Estas discrepancias pueden ser atribuibles a los métodos utilizados para evaluar
la sensibilidad térmica y la edad de inducción de la diabetes (Calcutt et al., 2004). Sin
embargo, en esos trabajos tanto la hiper- como la hiposensibilidad térmica correlacionan
con otros parámetros relacionados con la neuropatía periférica como la atrofia o la
reducción en el flujo sanguíneo en los nervios periféricos o la reducción en la velocidad
de conducción de los nervios motores o sensitivos, (Calcutt et al., 2004; Stevens et al.,
2007)sugiriendo que ambos procesos pueden ser reflejo de alteraciones similares
(Yasuda et al., 2003).
Se encuentra establecido que la diabetes inducida por STZ provoca reducción de
la velocidad de conducción y del calibre del nervio ciático (Weis et al., 1995; Yagihashi
et al., 1990). No obstante la reducción de la VCNM reportada en este modelo es
variable. Nuestros resultados son similares a los reportados por múltiples estudios
previos (Andriambeloson et al., 2006; Li et al., 2005; Saini et al., 2004; Terata et al.,
1999), pero difieren de los reportados por otros (Biessels et al., 1999; Kappelle et al.,
1993; Moore et al., 1980). Las diferencias entre la reducción de la VCNM que nosotros
hemos observado y la reportada por otros estudios podrían ser producto de la
metodología utilizada o de la severidad de la diabetes desarrollada. Nuestro método para
la evaluación de la VCNM involucra la exposición del nervio ciático, permitiéndonos
tener una medida fiable de la distancia entre los dos puntos de estimulación. Sin
embargo, esta metodología impide realizar mediciones en distintos estadios del
desarrollo de la diabetes en el mismo animal, por lo tanto la diferencia en la
metodología utilizada es una explicación probable para la discrepancia en la reducción
de la VCNM observada en diferentes estudios.
En el presente trabajo hemos observado un incremento de las latencias de los
potenciales evocados NCP-corteza indicando que a las 4 semanas de diabetes la
transmisión en el sistema somatosensorial dentro del SNC se encuentra afectada.
Posteriormente entre las 4 y las 8 semanas de diabetes las latencias de estos potenciales
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evocados se normalizan. Trabajos previos estudiando la transmisión en las vías
ascendentes de la medula espinal en ratas diabéticas (Biessels et al., 1999; Terada et al.,
1993)demostraron que en etapas tempranas de la diabetes, la velocidad de conducción
era normal. Teniendo en cuenta esos trabajos se podría especular que el incremento en
la latencia del potencial evocado NCP-corteza que hemos observado podría ser producto
de modificaciones sinápticas o de integración de las señales en las estaciones de relevo
espinal-talámica o cortico-talámica, no obstante con la metodología utilizada no
podemos concluir firmemente acerca de este punto.
A las 8 semanas de diabetes las latencias de los potenciales NCP-corteza se
recuperan espontáneamente, sugiriendo la existencia de un efecto de compensación de
las deficiencias periféricas, En este sentido existen estudios relacionando alteraciones en
los nervios periféricos con estados de hiperexcitabilidad en el SNC (Ibuki et al., 1997;
Kitagawa et al., 2005) que podrían producir una disminución de las latencias de los
potenciales evocados. No obstante la interacción entre el factor diabetes y el factor edad
no fue significativa, indicando que el factor edad afecta de la misma forma a los grupos
de ratas controles y diabéticas e impidiendo descartar la existencia de procesos
madurativos en el rango de edad estudiado (Biessels et al., 1999). Ampliar el rango de
edades hasta edades mayores abarcar ayudaría a aclarar las causas de la recuperación
espontánea que hemos observado.
La ratas diabéticas de 8 semanas mostraron un amplio rango de alteraciones en SI
incluyendo tanto parámetros electrofisiológicos como bioquímicos. Los datos
electrofisiológicos indican que la amplitud de los potenciales nervio-corteza se
encuentra disminuida. Dado que los potenciales evocados representan la sumatoria
espacio-temporal de las respuestas sinápticas, la reducción de su amplitud puede ser
interpretada como consecuencia de alteraciones en la transmisión sináptica en la corteza
SI. Para corroborar esta explicación realizamos un análisis bioquímico de proteínas
asociadas a la transmisión sináptica y un análisis morfológico de la cantidad de botones
sinápticos en la corteza. La densidad de botones glutamatérgicos y GABAérgicos así
como los niveles de proteínas presinápticas como la sinaptofisina y la dinamina no se
vieron modificadas en las ratas diabéticas de 8 semanas. En cambio observamos una
reducción específica de las subunidades GluR 2/3 del receptor de AMPA que se
correlacionó con la disminución en la amplitud de los potenciales evocados corticales.
Discusión
98
La caída en los niveles de GluR 2/3 fue específica de SI de ratas diabéticas de 8
semanas ya que no se observó en ratas diabéticas de 4 semanas ni en el hipocampo de
ratas diabéticas de 8 semanas. Sumando a esto el hecho de que el contenido de GluR-1
en SI no se vio modificado, indica que no se trata de una disminución extendida a todas
las subunidades del receptor de AMPA. Por lo tanto la disminución en la amplitud de
los potenciales evocados podría ser producto de la perdida de receptores de AMPA
postsinapticos en la corteza SI.
Los trabajos previos que han estudiado el contenido de receptores de glutamato en
el CNS de ratas diabéticas (Trudeau et al., 2004; Valastro et al., 2002) reportan
descensos en los niveles de GluR1 (Di Luca et al., 1999; Valastro et al., 2002) en el
hipocampo y de NMDA en las cortezas SI e hipocampal (Bean et al., 2006; Di Luca et
al., 1999; Valastro et al., 2002). Concordando con nuestros resultados Valastro et al.
(2002) observaron niveles normales de GluR 2/3 en el hipocampo. Por otro lado se han
reportado incrementos en los niveles de GluR 2/3 en retina. Sin embargo los niveles de
GluR 2/3 en SI no han sido estudiados. En conjunto los estudios publicados y nuestros
resultados indican que existen modificaciones en el contenido de receptores de
glutamato en animales diabéticos indicando que la transmisión glutamatérgica en el
CNS está alterada por la diabetes. Concordando con esta hipótesis antagonistas de
receptores AMPA y NMDA y de receptores metabotrópicos de glutamato reducen las
alteraciones en la sensibilidad táctil en ratas diabéticas (Gupta et al., 2003; Malcangio y
Tomlinson, 1998).
Una posibilidad alternativa a la disminución de los niveles de GluR 2/3 para
explicar la reducción en la amplitud de los potenciales nervio-corteza podría ser la
perdida neuronal en SI a las 8 semanas de diabetes. Sin embargo la perdida neuronal en
ratas diabéticas solo se ha observado en etapas más avanzadas de la enfermedad (Li et
al., 2005; Li et al., 2002) argumentando en contra de esta explicación.
Nuestros resultados extienden las observaciones previas sobre alteraciones de la
transmisión glutamatérgica en el SNC durante la diabetes, indicando que la corteza
somatosensorial y el hipocampo se ven afectados de manera diferente por la diabetes.
Estas diferencias podrían ser consecuencia del proceso de alteraciones en las vías
aferentes que sucede en SI como consecuencia del mal funcionamiento del nervio
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periférico. Para poner a prueba esta hipótesis sería necesario estudiar si la prevención de
la aparición de las alteraciones periféricas previene la caída en los niveles de GluR 2/3
en SI.
El descenso en los niveles de GluR 2/3 se vio acompañado por la disminución en
los niveles de la proteína tampón de calcio calbindina. Tanto la subunidad GluR-2 del
receptor AMPA como la calbindina son proteínas relacionadas con la homeostasis del
calcio. La activación excesiva de los receptores ionotropicos de glutamato produce
muerte neuronal como consecuencia de la entrada de calcio a través de los receptores
NMDA y AMPA permeables a calcio (Michaels y Rothman, 1990). La subunidad de
GluR-2 hace al receptor de AMPA impermeable al calcio, su presencia ha sido
postulada como un parámetro de resistencia a la muerte por excitotoxicidad (Pellegrini-
Giampietro et al., 1997). La entrada masiva de calcio por sobreactivación de los
receptores de glutamato esta relacionada con la neurodegeneración inducida por gran
cantidad de insultos neurológicos, incluyendo isquemia, trauma y ataques epilepticos
(Hollmann y Heinemann, 1994; Lipton y Rosenberg, 1994). Por lo tanto el descenso en
los niveles de GluR 2/3 y de calbindina que hemos descrito podría ser la causa de que
las ratas diabéticas posean una mayor susceptibilidad a agentes excitotoxicos, como ha
sido demostrado (Kissela y Air, 2006).
B. Efecto del tratamiento de la neuropatía diabética con IGF-1
La disminución en los niveles de IGF-1 ha sido postulada como una de las causas
de la aparición de la neuropatía diabética (Ishii, 1995). Apoyando esta hipótesis se ha
demostrado que el tratamiento con IGF-1 previene el deterioro cognitivo (Lupien et al.,
2003), la atrofia de los nervios periféricos (Schmidt et al., 1999), mejora la regeneración
de los nervios periféricos (Ishii y Lupien, 1995). Nuestros resultados concuerdan con
estas observaciones ya que el tratamiento con IGF-1 revierte las deficiencias en la
VCNM y la hiposensibilidad térmica sin modificar los niveles de glucosa en sangre. La
reversión de la VCNM por el tratamiento con IGF-1 ha sido reportada previamente por
Brusee et al (2004) sin embargo en su trabajo sólo han estudiado el efecto del
tratamiento con IGF-1 i.c.v; hasta nuestro conocimiento esta es la primera evidencia
directa de que el tratamiento sistémico con IGF-1 reestablece la VCNM en animales
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diabéticos, aportando más evidencias a favor del tratamiento con IGF-1 como una
terapia beneficiosa para la neuropatía diabética (Ishii, 1995).
El tratamiento con IGF-1 nos permitió analizar la relación existente entre las
alteraciones periféricas, centrales y la hiposensibilidad térmica. El tratamiento con IGF-
1 revierte la disminución en la VCNM y el incremento en las latencias de los
potenciales nervio-gracilis, sugiriendo que recupera el funcionamiento de los nervios
periféricos. Por el contrario no altera la disminución de los potenciales nervio-corteza ni
la caída en los niveles de GluR 2/3 indicando que no previene la aparición de las
alteraciones del SNC. El tratamiento con IGF-1 no afecta los parámetros que no se ven
afectados a las 8 semanas de diabetes como las latencias de los potenciales evocados
nervio-corteza y NCP-corteza o el número de botones glutamatérgicos y gabaérgicos.
Finalmente el tratamiento con IGF-1 impidió la aparición de hiposensibilidad térmica en
las ratas tratadas.
Las alteraciones centrales no se detectaron en las ratas diabéticas de 4 semanas, no
obstante esto no implica que su aparición posterior no sea consecuencia de alteraciones
presentes a las 4 semanas de diabetes. Por lo tanto, el presente estudio no responde a la
pregunta de si las alteraciones centrales se desarrollan de manera independiente a las
alteraciones periféricas. Para ello sería necesario prevenir la aparición de las
alteraciones periféricas, por ejemplo, comenzando el tratamiento con IGF-1
inmediatamente después de la inducción de la diabetes. Aunque esa pregunta no ha sido
contestada nuestros resultados indican que se pueden revertir las alteraciones periféricas
sin revertir las alteraciones centrales, esto sugiere que, al menos una vez desarrolladas,
son independientes entre si. No obstante un tratamiento más prolongado con IGF-1 o
bien con insulina brindaría un mayor apoyo a la independencia de las alteraciones
centrales y periféricas. Finalmente los resultados indican que la hiposensibilidad térmica
puede ser explicada como una consecuencia de las alteraciones periféricas sin que sea
necesario otro componente ya que el IGF-1 revierte ambas. Además esto implica que las
alteraciones centrales no se relacionan con la hiposensibilidad térmica, aunque no
descartan que estén relacionadas con alteraciones de sensibilidad táctil.
Finalmente nuestros resultados aportan información sobre el desarrollo de las
alteraciones centrales en del sistema somatosensorial y como se relacionan con las
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alteraciones periféricas, indicando además que el tratamiento con IGF-1 puede ser






1. Los ratones deficientes de IGF-1 hepático, LID, poseen deficiencias en la
potenciación a largo plazo en el giro dentado del hipocampo.
2. Las deficiencias de la potenciación a largo plazo en los ratones LID se revierte
tras el tratamiento crónico con IGF-1 y tras el bloqueo de la transmisión
GABAergica de manera inmediata.
3. Los niveles de IGF-1 en el hipocampo de los ratones LID son normales.
4. La estimulación eléctrica del pedúnculo cerebeloso inferior incremental la
captación de IGF-1 sérico en el cerebelo.
5. La estimulación eléctrica de la vibrisas incrementa la captación de IGF-1 sérico
en la corteza de barriles.
6. A las 4 semanas de instaurada la diabetes existen alteraciones centrales y
periféricas en la vía somatosensorial caracterizadas por hiposensibilidad térmica,
disminución de la velocidad de conducción de los nervios periféricos e
incremento de las latencias de los potenciales evocados.
7. La disminución de la velocidad de conducción de los nervios periféricos se
mantiene constante entre la 4a y 8a semana de instaurada la diabetes.
8. El incremento en las latencias de los potenciales evocados se revierte
parcialmente entre la 4a y 8a semana de instaurada la diabetes
9. A las 8 semanas de diabetes existen alteraciones en la corteza somatosensorial
caracterizadas por descenso en la amplitud de los potenciales evocados y de los
niveles de las subunidades del receptor de AMPA GluR 2 y GluR 3.
10. El tratamiento con IGF-1 entre las 4 y las 8 semanas de diabetes revierte la
disminución en la velocidad de conducción de los nervios periférico y la
hiposensibilidad térmica pero no revierte las alteraciones en la corteza
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